4 


ae 





Inhalt. 


Schropp, W. Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. X XI. Mit- 
teilung: Fiitterungsversuch mit Jod an Milchkiihen ech 

Scharrer, K. und W. Schropp. Zur Kenntnis des Jods als biogenes 
Element. XXII. Mitteilung: eens mit steigenden 
Jodgaben an Milchkiihen . a eer a 

Scharrer, K. und J. Schwaibold. Zur elidieate ri ew als biogenes 
Element. XXIII. Mitteilung: Fortgesetzte Untersuchungen iiber 
den Chemismus des tierischen Jodstoffwechsels 





Klein, Gustav und Walter Fuchs. Zum Brenztraubensiéiurenachweis bei 
der Hefegiéirung . he RO te aly 

Frinkel, Sigmund und Gabriele wine Uv ‘ol eine neue Amincsaéure 
aus Himoglobin ak a ha 

Mathis, Hermann. Notiz iiber Insulin oe go ae 

Pfeiffer, G. und H.Courth. Der Transport und die Seeiitichiastiion 
organisch gebundenen Pflanzenjods im Tierkérper Ps 

Dogadkin, B. und B. I. Janowskaja. Farbreaktion auf das Vitamin C. 
I. Mitteilung: Dispersitaétseigenschaften und Verhalten von fiir das 
Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffen gegeniiber ver- 
schiedenen Adsorbenten Fe ate Oka, et nt i Bite i ace, gate Ag 

Ito, Takeo und Wolfgang Pauli. Untersuchungen an elektrolytfreien 
Proteinen. VIII. Mitteilung: Freie Ladung und Neutralsalz- 
beziehungen reinster Proteine re eae ee 

Zuverkalow, D., I. Goldenberg und A. Silberstein. Zur Biochemie der 
experimentellen Tollwut bei Kaninchen ar et om 

Miiller, Helmut. Die Bestimmung des Subidadianeane ienten im “—— 

Matsuyama, Mosuke. Zur Kenntnis der Malzkatalase ; 

Niethammer, Anneliese. Beitrige zum mikro- und histochemischen 
Alkaloidnachweis 

Janke, Alexander und Hans aioe. Sadilienin pm Stic kstoffkreislaufs. 
I. Mitteilung: Uber das proteolytische Vermégen der Mikroben im 
allgemeinen und des Bact. coli im besonderen Pe tee 

Janke, Alexander unter Mitwirkung von Stephan Kropacsy. Die 
Bestimmung des iycrs ype ee acne mittels des gen ppt 
meters. I. : 

Baumgartner, Leona, Earl J. King und avin HH. — Die Sadiens 
der Knochenphosphatase bei Uberiiitterung mit bestrahltem 
IIIS Sorouthe eee: gt ahi! ca “asd Be eB SE lo. 2 Pe 8 

Klinke, Karl. Neue Beitrige zur Frage des Calciumzustandes in den 
K6rperfliissigkeiten ee ee ee Se ae ee ae 

Heide, E. und E. Sehilf. Uber die Wirkung von Infusen aus Rést- 


produkten von Cerealien auf die Gerinnung und Verdaulichkeit der 


Mileh 





Seite 


86 


95 


109 
116 
123 


138 


154 


190 


A a Sap ARS 


eee 


IV Inhalt. 


Donhoffer, Sz. und M. Mittag-Donhoffer. Uebr die Rolle reduzierender 


Kolloide bei der Blutzuckerbestimmung . ey ee ee ee 
Karsehulin, M. Uber die Wirkung des spektralzerlegten Lichtes auf 
sensibilisierte Lebewesen. (Photodynamische Studien. I.) 
Messini, Mariano. Bemerkung zu der Arbeit von G. Boehm: .,Notiz 
iiber analoge Wirkung von Natriumborfluorid und WNatrium- 
perchlorat auf den Skelettmuskel*‘ oi Sule eee —_ 
Miller, D. Das Verhalten der Glykoseoxydase gegeniiber Dialys ee, 
HCN, CO und Methylenblau Shae ey eb ee 
Scheunert, Arthur und Martin Schieblich. Vergleichende Unter- 
suchungen tiber den Gehalt von Frischhefe und daraus hergestellter 
Trockenhefe an Vitamin B . pe Ee PRR rte whl ae 
Scheunert, Arthur, Martin Schieblich und Johannes Rodenkirchen. 
Beitrige zur Frage der sog. Refektion. I. Mitteilung: Methodisches 
zum Vitamin-B-Nachweis . G9 eee ea ip va” che 
Schieblich, Martin und Johannes heduiniins. Beitrage zur Frage 
der sog. Refektion. II. Mitteilung: Die Retektion, ihre Merkmale, 
Ursachen, sowie der EinfluB von Kostform und Alter auf ihre 
Entstehung . ER oreo (ME ee eo 
— Beitrage zur Sans eins sog. Refektion. III. Mitteilung: Versuche, 
den bei Ratten mit Refektion im Darmkanal stets in iiberwiegender 
Zahl vorkommenden Keim in Reinkultur zu ziichten . ‘ 
Rothschild, P. Diffusionsversuche an den phosphorsaurehaltigen Ver- 
bindungen des Muskels Patent an sae. basi GY aor cash 
Nachmansohn, D. Uber den Zerfall der Kreatinphosphorsaure im Zu- 
sammenhang mit der Tatigkeit des Muskels. III. Roped 
Umsatzgr6Be und Erregungsgeschwindigkeit i ive ci aa 
Silberstein, F. unc’ M. Wachstein. sanrenniucerragen nach Livulose- 
fiitterung . =o . ‘ ; ‘ ‘ pits - 
Silberstein, F., F. Rennes und M. W ictitdie. U nte siliciediiaet iiber 
den intermediaren Eiweilistoffwechsel. I. ‘ 
Untersuchungen iitber den intermediaren EiweiBstoffwechsel. 
II. Mitteilung: Versuche an pankreatektomierten Hunden. 
Untersuchungen iiber das Reduktionsvermégen von Blut- 
proben nach Saurehydrolyse NESE Aone rene Re 
Poljakow, A. und N. Kolokolow. Ein Verfahren fiir die kolorimetrische 
quantitative Arsenbestimmung Sis ign pCR) se ras water <8 2} 
Smorodinzew, I. A., A. N. Adowa und I, N. Pikoul. Uber den Einflub 
verschiedener Praparate der Chiningruppe auf die fermentativen 
Funktionen des Organismus. XII. Mitteilung: Die Einwirkung 
des Chinins auf die Magensaftabsonderung beim Menschen 
Matzko, S. N. Gehalt an Vitamin ,,D* in den Fetten der Meeres- 
saugetiere ede. abanet barra helms rik: pabigdt es iang feel eR iam Wong ecw 
Beilinsson, A. Thermostabilisation der EiweiBlésungen mit Rohr- 
zucker und Glycerin. cilic ca as Bk hae p mee teed 8. beak f 
Zaleski, W. und L. Notkina. Beitriage zur Frage des Hexosenabhaues 
in der Pflanze. IV. Mitteilung: Zur Frage nach dem Mechanismus 
der stimulierenden Wirkung des Luftsauerstoffs auf die postmortale 
Alkoholgaérung der Erbsensamen 


Seite 
195 


202 


209 


211 


226 


234 


301 


312 


340 


380 


391 


399 


406 


























Inhalt. 


Ssokolnikow, 0. Die Blut-tryptasen und eine neue Mikromethode zu 
EE Ae ae ar ee ear Se tare cre 
Borissow, P. L, Anna Petrunkina und Michail Petrunkin. Uber die 
Bedingungen der Verbindung der grauen Substanz des Gehirns 
mit dem Chinin AGS eS ar Be Or Gare ot as Segre ae 
Kok, F. und W. Bergmann. Uber den Gehalt der Eileitermuskulatur 
(vom Schwein) an anorganischen Bestandteilen und iiber dessen 
physiologische Schwankungen 
Tutkewitsch, Lydia. Mikromethode zur Bestimmung des freien 
Cholesterins im Blute oe a ee eae ae ; 
Schmitt, F. 0. Gaswechsel des Nerven wahrend und nach der An- 
aerobiose . ee at ee a ee? ee ee eee Oe) LS Ga Fv above . bo 8 
Yabana, K. Uber die Léslichkeit der Harnsaure bei Anwesenheit von 
Proteinséuren . SABER ee te ee ee ay ae ee i See 
Stuber, Bernhard und Konrad Lang. Untersuchungen zur Lehre von 
der Blutgerinnung. XXII. Mitteilung: Uber die Bedeutumg stick- 
stoffhaltiger Substanzen fiir die Blutgerinnung . 
Lang, Konrad. Eine kolorimetrische Mikromethode zur Bestimmung 
des Schwefels und der Sulfate in biologischen Fliissigkeiten . 
Spiegel-Adolf, Mona. Neue Beitrige zur Frage der Eiweilidenaturierung. 
Il. Mitteilung: EinfluB von Hitze und ultraviolettem Licht auf die 
Rotationsdispersion von Pseudoglobulinlésungen 

Pi-Suner Bayo, César. Gewinnung von Methylglyoxal bei der Spaltung 
von Zucker durch Hefen-mazerationssaft 
Studien tiber die Dismutation von Methylglyoxal und Pheny!- 
glyoxal durch das Enzym griiner Blatter. Versuche mit Linden- 
blattern 


Berichtigung 


Autorenverzeichnis 


V 


Seite 


414 


419 


424 


439 


443 


456 


460 


469 


489 


495 
500 
501 





















siete Saad ate iS 


ee ene 


jd Dae 














Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XXI. Mitteilung!: 
Fiitterungsversuch mit Jod an Milchkihen. 
Von 
W. Sehropp. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft 
und Brauerei Weihenstephan im Verbande der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1929.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Die mit wechselnden Jodgaben zu Ziegen und Milchkiihen bisher 
durchgefiihrten Versuche, welche es sich zur Aufgabe gesetzt hatten, 
die Wirkung der Verabreichung von Jod und Jodverbindungen an 
Nutztiere zu untersuchen, zeigten, daB die friiher ausgesprochene 
Meinung tiber die besondere Stellung dieser Teilfrage innerhalb der 
groBen Fragestellung ,,.Das Jod als biogenes Element‘ vollauf_ be- 
rechtigt war. Die bisher vorliegenden Versuche brachten bereits wert- 
volle Ergebnisse tiber den EinfluB des Jods auf das Verhalten und 
den Gesundheitszustand der Tiere sowie auf die Milchsekretion und 
erlaubten weiterhin beachtenswerte Einblicke in den Chemismus des 
tierischen Jodstoffwechsels. Der Stand dieser Untersuchungen und 
die in deren Verlauf aufgetretenen neuen Gesichtspunkte gaben Ver- 
anlassung, diese Versuche fortzusetzen. 


Bei den fritheren Versuchen zu Milchkiihen konnte hinsichtlich 
der Wirkung des Jods auf die Milchsekretion festgestellt werden, dab 
durch die tagliche Verabreichung von 1,53 bzw. 3,82 mg Jod je Tier 
und Tag eine sichere Erhéhung des Milchertrages nicht erreicht 
werden konnte, wahrend eine tagliche Joddosis von 76,45 mg je Kopf 


1 Diese Zeitschr. 170, 265, 277, 300, 1926; 178, 161, 1926; 180, 300, 
307, 313, 334, 1927; 182, 291, 1927; 185, 405, 1927; 187, 159, 1927; 198, 
356, 360, 364, 1928; 195, 228, 233, 1928; 200, 258, 1928; 207, 332, 1929. 
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eine betrachtliche, wahrend der ganzen Dauer des Versuchs anhaltende 
Zunahme der Milchmenge hervorrief. Dieses Verhalten veranlaBte 
die Wirkung stiarkerer Jodgaben nochmals nachzupriifen, woriiber 
im folgenden kurz berichtet sei. 

Die Fragestellung bei diesem Versuch stimmte in ihren Grundziigen 
mit der der friiheren Versuche tiberein. Da das Hauptaugenmerk 
der Untersuchung diesmal der Priifung der Wirkung des Jods auf 
den Milchertrag zugewendet war, konnte der Versuch in einfacher 
Form, jedoch mit sehr langer Dauer zur Ausfiihrung gebracht werden. 


A. Die Durehfiihrung des Versuchs. 
I. Fragestellung und Versuchsplan. 


Dem Zwecke des Versuchs lag folgende Fragestellung zugrunde: 
Welchen EinfluB itibt das Jod aus: 
1. auf das Verhalten und den Gesundheitszustand der Tiere ? 
2. auf den Milchertrag ? 
Auf dieser Fragestellung baute sich der nachstehende Versuchs- 
plan auf: 
Gruppe A: Grundfutter ohne Jod wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer. 
Gruppe B: Vorfiitterung: Grundfutter ohne Jod, 
Ubergangs:zeit: Grundfutter + 100 mg Jod, 
Hauptperiode: Grundfutter + 100 mg Jod. 


Der Versuch wurde demzufolge nach dem vereinigten Gruppen- und 
Periodensystem in der Weise angesetzt, da8 zwei Gruppen mit je 14 Tieren 
aufgestellt waren, von denen die eine waihrend der ganzen Versuchsdauer 
nur Grundfutter und jodfreies Salz erhielt, waihrend an die andere Gruppe 
neben der gleichen Menge Grundfutter als Beigabe Jod in der oben an- 
gefiihrten Menge innerhalb der dafiir bestimmten Zeit verabreicht wurde. 
Die Daten der einzelnen Versuchsabschnitte werden bei der Besprechung 
der Ergebnisse angefiihrt. 


II. Die Art der Tiere. 


Die Versuchstiere wurden aus dem Tierbestande des Staatsgutes Weihen- 
stephan unter méglichster Beriicksichtigung gleicher Verbaltnisse hin- 
sichtlich Alter und Lactationszeit ausgesucht und im Hauptstall des Staats- 
gutes gemaB der Einteilung in die beiden Gruppen aufgestellt. Ferner wurde 
noch Bedacht darauf genommen, da8 jedem Tier einer Gruppe ein solches 
mit annéhernd gleichem Milchertrag in den itibrigen Gruppen gegeniiber- 
stand. Samtliche Tiere gehérten der Rasse nach dem Hdéhenfleckvieh- 
schlag an. 


III. Das Versuchsfutter. 
Als Grundfutter wurde wahrend der ganzen Dauer des Versuchs 
Hacksel (Stroh und Heu im Verhialtnis 1: 2), Silagegemisch aus Mais und 
Stroh, sowie ErdnuBkuchen gereicht. Hicksel und Silage wurde den Tieren 
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Jod als biogenes Element. XXI. 3 


ohne Mengenbeschrankang vorgelegt, an ErdnuBkuchen, der vor dem 
Fiittern eingeweicht wurde, erhielt jedes Tier je Tag 2kg. Trankwasser 
stand den Tieren in beliebiger Menge zur Verfiigung. Gefiittert wurde 
taglich zweimal, und zwar 6 Uhr morgens und 3 Uhr nachmittags. 

Das Jod wurde als Kaliumjodid mit Hilfe sogenannten Vollsalzes 
zugefiigt. AuBerdem erhielt die jodfreie Gruppe die gleiche Menge Salz 
ohne Jodierung wie die iibrigen Gruppen, um Versuchsfehler zu vermeiden. 
Die Salze hatten nachstehende Zusammensetzung : 

1. Fiir die jodfreie Gruppe: Reines Salinensalz. 

2. Fiir die Jodgruppe: 5,232 g KJ je Kilogramm Salz oder 130,80 ¢ 
in 100 cem H,O geléstes Jodkalium auf je 25 kg reines Salinensalz. Schwach 
rotlich mit Eosin gefirbt. In 25g Salz sind 130,80mg KJ = 100 mg 
Jod enthalten. 

Die Herstellung des Vollsalzes wurde in bereits friiher beschriebener 
Weise vorgenommen!. Die tigliche Salzgabe je Tier betrug 25 8 und wurde 
jeweils bei der Nachmittagsfiitterung verabreicht. 


B. Der Versuchsverlauf. 


Da bei diesem Versuche die Priifung der Wirkung des Jods auf den 
Milchertrag ausschlieBlich Zweck der Durchfiihrung war, wurde auf dessen 
méglichst lange Dauer besonders Bedacht genommen. Um dies zu erreichen, 
wurde der Versuch mit folgender Zeiteinteilung angestellt: 

Vorfiitterung vom 10. Dezember 1926 bis 4. Januar 1927. 
Ubergangszeit vom 5. bis 14. Januar 1927. 
Hauptperiode vom 15. Januar bis 23. April 1927. 


Die Vorfiitterung dauerte 26, die Ubergangszeit 10 Tage. Die Haupt- 
periode umfaBte 99 Tage. Die letztere wurde, wie schon bei friiheren Ver- 
suchen, zwecks Schaffung einer einheitlicheren Basis fiir die gegenseitigen 

Jergleiche in Unterabschnitte von je 10 Tagen eingeteilt. Hierbei ergaben 
sich die folgenden Unterabschnitte : 

Teil 1 vom 15. bis 24. Januar (10 Tage). 
» 2. ,, 25. Januar bis 3. Februar (10 Tage). 
ae fe 4. bis 13. Februar (10 Tage). 
» 4. ,, 14. bis 23. Februar (10 Tage). 
» Oo ,, 24. Februar bis 5. Marz (10 Tage). 
age 6. bis 15. Marz (10 Tage). 
» 7 vg 16. bis 25. Marz (10 Tage). 
» 8 ,, 26. Marz bis 4. April (10 Tage). 
re ere 5. bis 14. April (10 Tage). 
» 10 ,, 15. bis 23. April (9 Tage). 


i) 


Die Einteilung der 28 Versuchstiere in die beiden Gruppen wurde 
am 25. Dezember 1926 nach dem durchschnittlichen Milchertrag von 10 Tagen 
vorgenommen. 


Bei der auBerordentlich langen Dauer des Versuchs und des dadurch 
bedingten Einflusses der Lactationszeit der einzelnen Versuchstiere war 


1 Diese Zeitschr. 180, 317, 1927. 
1 * 
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von vornherein damit zu rechnen, da®B nicht alle Tiere wahrend dessen 
gesamter Dauer in den Versuch einbezogen werden konnten. Jedoch konnte 
durch die vorhergehende sorgfaltige Auswahl der Tiere ein haufiger Aus- 
tausch der Versuchtiere vermieden werden und auf einen einmaligen Wechsel 
von je zwei Tieren einer Gruppe beschrankt bleiben. Dieser Wechsel fand 
am 3. Februar 1927 statt, und zwar wurden an diesem Tage zwei Tiere 
der Gruppe A, ohne Jod, und zwei Tiere der Gruppe B, mit Jod, die sich 
bisher hinsichtlich ihrer Milchleistung auf den gleichen Platzen innerhalb 
jeder Gruppe gegeniiberstanden, infolge zu weit vorgeschrittener Lactation 
aus dem Versuch herausgenommen. Als Ersatz standen vier neumelkene 
Tiere mit guter Ubereinstimmung der Lactationszeit zur Verfiigung. Thre 
Milchertrige betrugen zur Zeit der Einstellung in Kilogrammen: 





Gruppe A, ohne Jod Gruppe B, mit Jod 


Cf a 11,3 kg co 2 |) a . 10,7 kg 
pk Se eer ee 10,8 kg Ee 6-0. 4 6 es 10,1 kg 


Aus versuchstechnischen Griinden waren also gegen die Einstellung 
dieser Tiere keine Einwendungen zu machen. 


Da das Grundfutter aus den Besténden des Staatsgutes entnommen 
werden muBte, lieBen sich in Anbetracht der langen Versuchsdauer Ver- 
ainderungen in dessen Zusammensetzung wahrend des Versuches nicht ganz 
vermeiden. So muB8 hier festgebalten werden, dali die Verabreichung 
von Silage ab 14. Marz 1927 bedeutend eingeschrankt wurde, ebenso erfuhr 
von Giesem Zeitpunkte ab die Qualitét des den Tieren vorgelegten Heues 
eine gewisse Verminderung. 


1. Der EinfluB der Jodgabe auf das Verhalten und den Gesundheits- 
zustand der Tiere. 


Die Beobachtungen iiber Verhalten und Gesundheitszustand der Tiere 
der Jodgruppe wahrend der Zeit der Jodzufuhr lieBen keinerlei Unterschiede 
gegeniiber dem in der Zeit ohne Jodgabe erkennen. 


2. Der EinfluB der Jodgabe auf den Milchertrag. 


a) Vergleich der einzelnen Versuchsabschnitte untereinander in jeder 
Gruppe fiir sich. 


Aus den in den Tabellen Ia und Ib zusammengestellten Durch- 
schnitten der Milchertrage der beiden Gruppen in den einzelnen Versuchs- 
abschnitten ist zundchst fiir Gruppe A (Tabelle Ia) zu entnehmen, dab 
der Milchertrag dieser Gruppe in der Ubergangszeit gegeniiber der Vor- 
fiitterung um 12,15 kg oder 12,97% zuriickfiel. Im Gesamtdurchschnitt 
der Hauptperiode ist weiterhin ein wesentlicher Riickgang festzustellen, 
er belief sich beim Vergleich mit der Vorfiitterung auf 14,06 kg oder 15,32%, 
bei einem solchen mit der Ubergangszeit auf 1,91 kg oder 2,08%. Bei 
Betrachtung der einzelnen Teile der Hauptperiode ist zu ersehen, dal die 
Milchmenge in den beiden ersten Teilen gegeniiber den vorhergegangenen 
Versuchsabschnitten fiel, vom 3. bis zum 6. Teil jedoch wieder anstieg 
und hier sogar die Milchleistung in der Ubergangszeit um 2,88 kg oder 
2,98% iibertraf. Vom 7. Teil der lang anhaltenden Hauptperiode begann 
nun, zweifellos durch den abnehmenden Lactationszustand der Tiere be- 
dingt, ein auBerordentlich starker Abfall des Milchertrages, der, von geringen 
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Schwankungen abgesehen, in den nachfolgenden Abschnitten des Haupt- 
teils des Versuchs bestehen blieb. Den geringsten Milchertrag dieser Gruppe 
zeigte der 8. Teil der Hauptperiode. 


Fiir die Gruppe B, mit Jod, ist die Tabelle Ib einschligig. Sie zeigt, 
daB der Milchertrag dieser Gruppe in der Ubergangszeit um 10,68 oder 
11,16% gegeniiber der Vorfiitterung zuriickging. In der Hauptperiode 
erfolgte, gemessen an deren Gesamtdurchschnitt, kein weiterer Riickgang 
mehr; der Unterschied des Milchertrages gegeniiber der Vorfiitterung 
betrug nunmehr 9,74 kg oder 10,08%. Verglichen mit der Ubergangszeit 
ist sogar eine geringe Zunahme der Milchleistung um durchschnittlich 
0,94kg oder 0,97°% festzustellen. Bei Betrachtung der einzelnen Teile 
der Hauptperiode ist in deren beiden ersten Teilen zunachst ein geringes 
Zuriickgehen der durchschnittlichen Milechmengen zu ersehen, wiihrend 
vom dritten bis zum sechsten Unterabschnitt eine wesentliche Steigerung 
der Milcherzeugung eintrat. Der Riickgang der Lactation zeigte sich im 
7. und 8. Teil der Hauptperiode. In den beiden letzten Teilen dieses Ver- 
suchsabschnitts war ein betrichtliches Ansteigen des Milchertrags fest- 
zustellen. Im letzten Teile belief sich die Abnahme der Milcherzeugung 
gegeniiber der Vorfiitterung auf nurmehr 3,08 kg oder 2,98°%, der Ver- 
gleich mit der Ubergangszeit ergab ein Ansteigen des Milchertrags um 7,60 kg 
oder 7,35%,. 


b) Vergleich jedes einzelnen Versuchsabschnitts der Gruppe A, ohne 
Jod, mit dem entsprechenden der Gruppe B, mit Jod. 


Aus der in Tabelle II niedergelegten Gegeniiberstellung der Durch- 
schnittsmilchertrage der beiden Gruppen in den einzelnen Versuchs- 
abschnitten ist zunichst ersichtlich, daB Gruppe B in der Vorfiitterung 
um 0,57 kg oder 0,53°%% mehr Milch lieferte als Gruppe A. In der Uber- 
gangszeit war Gruppe B gegeniiber Gruppe A in der Milchleistung um 
2,04 kg oder 2,13% voraus, bei Anrechnung des Unterschiedes in der 
Vorfiitterung um 1,47 kg oder 1,60%. Beim Vergleich der Gesamtdurch- 
schnitte der beiden Gruppen in der Hauptperiode zeigt Gruppe B gegeniiber 
Gruppe A eine Mehrleistung von 4,89 kg oder 5,06, unter Beriicksichtigung 
des Unterschiedes in der Vorfiitterung eine solche um 4,32 kg oder 4,53°%. 
Die Betrachtung der einzelnen Unterabschnitte der Hauptperiode zeigt 
beim gegenseitigen Vergleich der beiden Gruppen, dai Gruppe B in der 
Milchleistung standig iiber Gruppe A stand. Dieses Uberwiegen ist, ab- 
gesehen von dem 4. Teil der Hauptperiode, von Unterabschnitt 1 bis 6 als 
ziemlich gleichmaBig zu bezeichnen. Im 7. und 8. Teil der Hauptperiode 
sind die geringsten Mehrertriige von Gruppe B gegeniiber Gruppe A fest- 
zustellen. In den folgenden beiden letzten Teilen jedoch kann eine bedeutende 
Steigerung der Milcherzeugang von Gruppe B beobachtet werden, die 
Unterschiede gegeniiber Gruppe A beliefen sich hier unter Anrechnung 
des Unterschiedes in der Vorfiitterung beim 9. Teil auf 3,39 kg oder 3,68%, 
beim 10. Teil der Hauptperiode auf 14,82 kg oder 14,37%,. 


c) Die Wirkung des Jods auf die Milchleistung. 


Fir die Untersuchung der Wirkung des Jods auf den Milchertrag 
stehen auf Grund der vorausgegangenen Betrachtungen zwei Wege 
zur Verfiigung. Die eine Behandlungsart vergleicht die beiden Gruppen 
in ihren Leistungen gegenseitig untereinander, die andere Behandlungsart 
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Tabelle II. 


Gegenseitiger Vergleich der durchschnittlichen Milchertrige der beiden 
Gruppen in den einzelnen Versachsabschnitten. 











Fitterung Gruppe Ertrag 
kg 
Vorfiitterung . . . A 105,78 
B 106,35 
OUbergangszeit .. A 93,63 


B 95,67 


Hauptpericde, 1. Teil A 91,40 
B 95,60 

i A 90,41 
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ie A 94,39 
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‘os A 97,81 
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- < A 95,83 
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ex A 96,51 
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7. 9 A 87,58 | 
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S. » A 85,62 

B 87,76 

Bs A 89,77 

B 93,73 

10. , A | 87,88 

B 103,27 

Hauptperiode A 91,72 
Gesamtdurchschnitt B 96,61 
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vergleicht die Milchleistungen jeder Gruppe wahrend des ganzen 
Versuchsverlaufs gesondert fiir sich. Bei diesem Versuch sind beide 
Behandlungsarten gleich wertvoll, da bei dessen langer Dauer die 
Einfliisse des Fortschreitens der Lactation der Versuchstiere unbedingt 
in Beriicksichtigung gezogen werden miissen. 

Der gegenseitige Vergleich beider Gruppen zeigte (Abb. 1), da®B der 
Milchertrag von Gruppe B, der zu Beginn des Versuchs in der Vorfiitterung 
um geringes tiber dem von Gruppe A stand. Diese Unterschiede stiegen im 
weiteren Versuchsverlauf immer weiter, sie betrugen in der Ubergangszeit 
2,04 kg oder 2,13%, im Gesamtdurchschnitt der Hauptperiode 4,89 kg 
oder 5,06%. Wird der Unterschied in der Vorfiitterung mit beobachtet, 
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fitterung zeit Houptperiode 
Abb. 1. 


Durchschnittlicher Gesamtmilchertrag in ky je Gruppe in den einzelntn Versuchsabschnitten. 


() Gruppe A ohne Jod. §§ Gruppe B mit 100 mg Jod. 


so stand die Milchleistung von Gruppe B im Gesamtdurchschnitt der 
Hauptperiode um 4,32 kg oder 4,53% héher als jene von Gruppe A. Von 
besonderem Interesse ist auch noch der gegenseitige Vergleich der beiden 
Gruppen im letzten Unterabschnitt der Hauptperiode. Gruppe B zeigt 
hier bei Abrechaung des Unterschiedes in der Vorfiitterang einen Mehr- 
ertrag an Milch von 14,82 kg oder 14,37%. Dieses bemerkenswerte Ergebnis 
mu um so mehr gewertet werden, als es am Ausgang einer auBerordentlich 
langen Dauer (99 Tage) der Hauptperiode festzustellen ist. Dies gibt Anlal 
zum Vergleich des Verlaufs der Milchsekretion der beiden Gruppen neben- 
einander an Hand der Zusammenstellung in Tabelle III, welche die Ver- 
anderungen (+ Erhéhung, — Verminderung) der Milchertrige der beiden 
Gruppen wahrend der einzelnen Versuchsabschnitte jeweils gegeniiber der 
Vorfiitterung in Prozenten zum Ausdruck bringt. Die Zahlen der Gruppe A 
zeigen einen zunichst wechselnden Riickgang der Milchleistung, der dann 
vom 7. Teil der Hauptperiode ab auBerordentlich stark und gleichmabig 
in Erscheinung tritt. Bei Gruppe B ist gleichfalls wahrend des ganzen 
Versuchs ein Nachlassen der Milchabsonderung festzustellen, jedoch mit 
dem Unterschied, daB dieser Abfal] viel langsamer vor sich geht und gegen 
Ende des Versuchs sogar um bedeutendes kleiner ist als bei Versuchsbeginn. 
Die Schwankungen gehen parallel] mit denen der Gruppe A, ein Beweis 
dafiir, daB sie durch die allgemeinen Verhaltnisse der Versuchsanstellung 
bedingt sind. Im gesamten Versuchsverlauf war Gruppe A in der Uberzangs- 
zeit gegeniiber der Vorfiitterung in der Milchleistung um 12,97%, im 
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Gesamtdurchschnitt der Hauptperiode um 15,32% zuriick. Bei Gruppe B 
betragen die entsprechenden Werte 11,16% bzw. 9,74%. 

Aus beiden Betrachtungsarten kann gefolgert werden, daB die Wirkung 
der Jodgabe von 100mg je Tier und Tag sich in einer dem Lactations- 
verlauf entsprechenden sténdigen Zunahme des Milchertrags duBerte. 
Dies Ergebnis wird noch durch das Verhalten von Gruppe A in Form einer 
wesentlich gréBeren and standigen Verminderung der Milchleistung waihrend 
der Versuchsdauer bestatigt. 


Tabelle IIT. 


Verainderungen (+ Erhéhung, —- Verminderung) der Milchertrige der 
beiden Gruppen wahrend Ubergangszeit und Hauptperiode in Prozenten 
der Milechmenge jeder Gruppe in der Vorfiitterung. 














é f Hauptperiode = a 

Gruppe Ubergangszeit | 1 To | 2. Teil 3. Teil 4. Teil 5. Teil 

A, ohne Jod — 12,97 — 15,73 | — 17,00 | — 12,06 | — 814 | — 10,38 
B, mit Jod — 11,16 — 10,75 —1214 — 846 | — 5,97 | — 4,19 
Ubergangs- Hauptperiode om 

Groppe zeit 6.Teil | 7.Teil | & Teil | 9. Teil | 10. Teil — 

- SS |S = ~- ~ 
A, ohne Jod | — 12,97 | — 9,60 | — 20,78 | — 23,54 | — 17,83 — 20,36 | — 15,32 
B, mit Jod —11,16 —-4,66 |— 16,94 — 1859 —12,62 — 3,08 — 9,74 
Zusammenfassung. 


1. Im vorliegend beschriebenen Versuch wurde die Wirkung des 
Jods auf Gesundheitszustand und Milchleistung von Milchkiihen 
bei lang andauernder tiglicher Verabreichung untersucht. 


2. Die Beobachtungen tiber Verhalten und Gesundheitszustand 
der Tiere der Jodgruppe wihrend der Zeit der Jodzufuhr lieBen keinerlei 
nachteilige Unterschiede gegeniiber dem in der Zeit ohne Jodzufuhr, 
sowie gegeniiber den Tieren ohne Jodgabe erkennen. 


3. Die Wirkung des Jods auf die Milchleistung war eine giinstige. 
Im Gesamtdurchschnitt der 99 Tage umfassenden Hauptperiode 
war der Milchertrag der Tiere mit Jod um 4,53 °%, héher als jener der 
Tiere ohne Jod. Von besonderer Bedeutung erscheint der Umstand, 
daB am Ausgang des Versuchs, bei welchem sich zweifellos die natiirliche 
Abnahme der Laktation stark geltend machte, der Unterschied im 
Milchertrag zwischen den Tieren ohne und mit Jod zugunsten der 
Jodtiere 14,37°, betrug. Dieses Ergebnis laBt auf eine giinstige Be- 
einflussung der Milchproduktion durch das Jod schlieBen. 
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Anhang I. Graphische Darstellungen der Gesamtmilchertrage in Kilogramm 


je Gruppe und Tag in den einzelnen Versuchsabschnitten. 


a) Vorfiitterung. 








Milch in Ag 
Ss 
Sy 


s 











Com 1 17 72 & 4. 1% ‘17% ~«. & 2 2. 2H. 
Zeit 
Abb, 2. Gruppe A ohne Jod. --—— Gruppe B mit 100mg Jod. 
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Abb. 3. Gruppe A ohne Jod. ~—- Gruppe B mit 100 mg Jod. 
b) Ubergangszeit. 
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Abb. 4. ——— Gruppe A ohne Jod. - -—— Gruppe B mit 100mg Jod. 


c) Hauptperiode, 1. Teil. 
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Abb. 5. ——— Gruppe A ohne Jod. — --— Gruppe B mit 100 mg Jod. 
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d) Hauptperiode, 2. Teil. 
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—— Gruppe A obne Jod. ~-—-— Gruppe B mit 100 mg Jod. 


Abb. 6. 


e) Hauptperiode, 3. Teil. 
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9g) Hauptperiode, 5. Teil. 
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Abb. 9. 
—— Gruppe A ohne Jod. — —-— Gruppe B mit 100mg Jod. 
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Abb. 10. 


Abb. 11. 


Abb. 12. 


Abb. 13. 


Abb. 14. 
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h) Hauptperiode, 6. Teil. 
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i) Hauptperiode, 7. Teil. 
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k) Hauptperiode, 8. Teil. 
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1) Hauptperiode, 9. Teil. 
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Gruppe A 
ohne Jod. 

~——~ Gruppe B 
mit 100 mg Jod. 





Gruppe A 
obne Jod. 

~-—-— Gruppe B 
mit 100mg Jod 





Gruppe A 
ohne Jod. ‘ 

——— Gruppe B 
mit 100mg Jod. 
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ohne Jod. 
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Gruppe A 
ohne Jod. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XXII. Mitteilung?: 
Fiitterungsversuch mit steigenden Jodgaben an Milchkiihen. 


Von 
K. Scharrer und W. Schropp. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft 
und Brauerei Weihenstephan im Verbande der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1929.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Im Rahmen der Fragestellung ,,Das Jod als biogenes Element‘ 
wurde der Verabreichung von Jod und Jodverbindungen an Nutztiere 
besondere Bedeutung geschenkt und durch Anstellung entsprechender 
Experimente in bewuBt engem Rahmen Klarheit in die hier obwaltenden 
schwierigen Verhaltnisse zu bringen versucht. 


Die bisherigen Befunde brachten manches Beachtenswerte und 
geben vielerlei neue Anregungen fiir die nihere Verfolgung einzelner 
Teilprobleme. Wahrend bei den friiheren Versuchen an Milchkiihen 
im Hinblick auf die TiergréBe als sehr gering zu bezeichnende Jodgaben 
zur Verwendung gelangten, waren bei den mit Ziegen begonnenen 
Tierversuchen relativ ,,massive‘* Gaben an Jod verabreicht worden. 
Es lag nun sehr nahe, durch Versuche mit hohen Jodgaben an Milch- 
kiihen deren Wirkung auch bei dieser Tierart zu priifen. 


A. Die Grundlagen der Versuche. 


Die Untersuchungen dieser Teilfrage wurden in zwei gleichartigen 
Versuchen nach dem Abschnitts- bzw. Gruppensystem in den Jahren 
1927 und 1928 durchgefiithrt. Beide Versuche wurden nach den gleichen 





1 Diese Zeitschr. 170, 265, 277, 300, 1926; 178, 161, 1926; 180, 300, 
307, 313, 334, 1927; 182, 291, 1927; 185, 405, 1927; 187, 159, 1927; 198, 
356, 360, 364, 1928; 195, 228, 233, 1928; 200, 258, 1928; 207, 332, 1929; 
218, 1, 1929. 
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Richtlinien angestellt, weshalb zwecks Vermeidung von Wiederholungen 
das ihnen Gemeinsame vorweg behandelt werden wird. 


I. Fragestellung und Versuchsplan. 
Beide Versuche sollten tiber folgende Fragen AufschluB geben: 
Welchen Einflu8 haben die jeweiligen Jodgaben: 
1. auf das Verhalten und den Gesundheitszustand der Tiere, 
. auf den Milchertrag, 
. auf den Fettgehalt der Milch, 
. auf das spezifische Gewicht der Milch. 


-~ WwW bo 


Diese Fragestellung lie®B nachstehenden Versuchsplan fiir zweck- 
miBig erscheinen: 








aft Gruppe A: Grundfutter ohne Jod wihrend der ganzen Versuchsdauer. 
ule ; Gruppe B: Vorperiode ... . . . Grundfutter ohne Jod 
j ee re a - + 200 mg Jod 
Ubergangszeit . . . . . rs + 400 ,, 
; Sec lw tt st we = OP a 
: Ubergangszeit . . . . . wa +600, » 
+ ia eee ee. + OP «2 
t" : Nachperiode. ..... a ohne Jod. 
~ - 
ler H Die Einteilung der \ersuchsgruppen, Sowie die Daten der einzelnen 
en Versuchsabschnitte werden bei der Besprechung der Einzelversuche 
' angefiihrt. 
nd . II. Die Art der Tiere. 
er Die Versuchstiere wurden aus dem Tierbestand des Staatsgutes 
en J Weihenstephan ausgesucht. Sie gehérten saimtlich der Rasse nach dem 
= Héhenfleckviehschlag an. Bei ihrer Einteilung wurde unter méglichster 
Beriicksichtigung gleicher Verhaltnisse hinsichtlich Lactationszeit und 
om Alter besonders Bedacht darauf genommen, dai jedem Tier einer Gruppe 
nN. ein solches mit anniéihernd gleichem Milchertrag in der anderen Gruppe 
h- : gegeniiber stand. Das durchschnittliche Alter der Tiere des ersten Ver- 


suchs betrug 3 Jahre, die Anzahl der Kalber im Durchschnitt 1, beim zweiten 
; Versuch betrug das Durchschnittsalter 6 Jahre und die durchschnittliche 
: Zahl der Kalber 4. 


III. Das Versuchsfutter. 


en 

en Die tagliche Grundfutterration je Tier betrug bei beiden Versuchen 

-_ i Hiacksel aus 75% Heu und 25% Stroh ohne Beschrankung der Menge, 
10 kg Ritben und 5 Liter Schlempe. AuBerdem wurde noch beim ersten 
Versuch eine Kraftfutterration aus 1,5 kg Erdnubkuchen, 0,5 kg Bohnen- 

0, ; schrot, 1 kg Leinkuchen und 0,5 kg Sojabohnenschrot verabreicht. Beim 

8, zweiten Versuch hatte die Kraftfuttergabe folgende Zusammensetzung: 

9; 7,5kg Treber, 0,5 kg ErdnuBkuchen, 0,5 kg Leinkuchen. Trankwasser 


: 
ii 


stand den Tieren ohne Beschrinkung der Menge zur Verfiigung. 
Q* 
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Das Jod wurde an die Tiere als Kaliumjodid mittels Tabletten und 
sogenannter Vollsalze verabreicht. Die Zusammensetzung der Tabletten 
sowie der Vollsalze wird bei Besprechung der einzelnen Versuche angefithrt. 


B. Die einzelnen Versuche. 
I. Versuch im Winter 1927. 


Dieser Versuch wurde mit zwei Tieren durchgefiihrt, wovon 
Tier 503 waihrend der ganzen Versuchsdauer nur Grundfutter erhielt, 
wahrend an Tier 514 auBer dem Grundfutter Tabletten mit 200, 400 
bzw. 600 mg Jod als KJ je Tag in den einzelnen Versuchsabschnitten 
verabreicht wurden. Die Tabletten hatten ein Gewicht von etwa 
0,7 g und bestanden je nach Héhe der Jodgabe aus 261,6, 523.8 bzw. 
784,8 mg KJ, 20, 40 bzw. 60 mg Natriumcarbonat, 30 mg Kochsalz 
fein zerrieben, sowie den nétigen Mengen an Milchzucker und Mais- 
stirke bzw. Talkum als Bindemittel. Die Tabletten wurden dem 
Jodtier mit Weizenkleie vermischt vorgelegt und von diesem ohne 
Schwierigkeiten aufgenommen. 


Die einzelnen Daten dieses Versuches waren folgende: 


. Vorperiode vom 14. und 15. Februar 1927... . . . 2 Tage 
: I. Periode (200 mg Jod) vom 16. bis 21. Februar 1927. i: eee 
3. II. Periode (400 mg Jod) vom 22. bis 27. Februar 1927. . 6 ,, 
4. IIT. Periode (600 mg Jod) vom 28. Februar bis 5. Marz 1927 6 ,, 

5. Nachperiode vom 6. bis 15. Marz 1927 ........410,, 


Die Dauer der einzelnen Versuchsabschnitte wurde absichtlich 
etwas kurz bemessen, um eventuelle Einfliisse der fortgeschrittenen 
Lactation auszuschalten. 


1. Die Wirkung der Jodgaben auf das Verhalten und den Gesund- 
heitszustand der Tiere mit besonderer Beriicksichtigung der 
K6érpertemperatur. 


Die wahrend des Versuchsverlaufes angestellten Beobachtungen iiber 
Verhalten und Gesundheitszustand der beiden Tiere lieBen keinerlei Unter- 
schiede sowohl wahrend der Zeit der Jodzufuhr als auch in der Zeit ohne 
Jodgabe erkennen. 


Die von Beginn der Vorperiode an taglich vorgenommenen Messungen 
der Kérpertemperatur jedes Tieres hatten die in Tabelle I niedergelegten 
Ergebnisse. 

Aus dieser Zusammenstellung sowie aus der graphischen Darstellung 
dieser Ergebnisse in Abb. 1 kann entnommen werden, daB in keinem Falle 
die Normaltemperaturen des Rindes (37,5 bis 39,5° C) iiberschritten werden. 
Ebenso sind keinerlei Unterschiede zwischen dem Tier ohne und dem Tier 
mit Jodgabe festzustellen, womit gleichzeitig die Ergebnisse friiherer 
Versuche eine weitere Bestatigung erfahren'. 


1 A. Strobel, K. Scharrer und W. Schropp, diese Zeitschr. 180, 313, 1927. 
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Tabelle I. 


K6rpertemperaturen der Versuchstiere in °C in den einzelnen 
Versuchsabschnitten. 





Vorperiode, . 
Fatterung chan ion I. Periode, 200 mg Jod 


4.0. | 15.0. | 16.0. | 17.0. | 181 | 190 | 200. 20.1 





Ohne Jod. 39,0 39,0 | 392 390 39,1 39,1 38,9 | 39,0 
Mit Jod . || 394 | 39,4 | 393 | 392 | 394 | 393 | 391 | 39,1 








Ohne Jod . 


e Il. Periode, 400 mg Jod Ill. Periode, 600 mg Jod 
Fitterung 





22. 11.|23. 11.24. 11.25. 11.26. 11.27. 1. 28. 11.11. ML. /2. 111. /3. 111. 4.111. | 5. MM. 


38,8 38,8 39,3 39,0 39,0 39,2| 39,0 38,9 39,1 38,9 39,1 39,1 
Mit Jod . 39,4 39,2 39,1 39,3 39,1 39,2| 39,1 | 39,0 39,1 39,0 39,0 39,0 











= Nachperiode, ohne Jod 
Fiitterung 








6.11. | 7.01. | 8. 11. | 9. 0. | 10.0. an. 1.12.10. 1310. | 14.0. 15. 1. 


Ohne Jod 39,3 39,0 | 39,0 38,9 39,0 39,2 | 38,9 | 31,9 | 39,0 | 394 
Mit Jod . | 39,3 | 39,2 | 39,0 38,9 39,1 39,3 | 39,1 | 39,1 | 39,0 | 39,1 


























| 

| 

y, 

200mg Jod | 400 mgJod | 600 mgJod of | 
6 7 BHM BB Ym, Fy ig Pa ie ae _S 





325 ! ee 
My 6% B@BHBOaM 
—> Lei 
Abb. 1. 
K6rpertemperatur der beiden Versuchstiere. 
—— Tier 503 ohne Jod. ~——-— Tier 514 mit Jod. 


2. Der EinfluB der Jodgaben auf den Milchertrag. 


Die Einzel- sowie Durchschnittsmilchertrage der beiden Tiere sind 
in Tabelle II zahlenmaéBig aufgefiihrt, in Abb. 2 und 3 in graphischer 
Darstellung wiedergegeben. 


Tabelle II. 


Milchertrage der Tiere in Kilogramm in den einzelnen Versuchsabschnitten. 


a) Vorperiode. 





Tier Vorperiode, ohne Jod 





Fiitterung 
Nr. 14. Il. 15. II. Summe Durchschnitt 
503 | Ohne Jod . . . 10,6 10,6 21,20 10,60 
514 || Mit Jod. .. . 9,7 9.6 19,30 9,65 


aah Solna 
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b) I. Periode. 





5 i] I. Periode, 200 mg Jod 
Tier Fiitterung | 
Nr. } 16.10. | 17.11. | 18.1. | 19. I 20.11. | 21.1. | Summe | Durchschnitt 





503 | Ohne Jod. | 10,9 10,1. 10,1 | 104 | 104 | 10,7 | 6260 1043 
514 | Mit Jod . || 961 98) 94] 90] 931 9615670) 945 


c) IL. Periode, mit 400 mg Jod. 





Tier Il. Periode, 490 mg Jod 
Fiitterung 
Nr. 22.11. | 23.11 24.11. 25.11. | 26.11 | 27.11. | Summe Durchschnitt 


6 | 66,30 10,05 
7 | 57,70 9,61 





503 Ohne Jod. | 105 1061 99 99 98 | 9 
B14 Mit Jod | 101 91, 92 100 96 | 9, 


d) III. Periode, mit 600 mg Jod. 





= Ill. Periode, 600 mg Jod 
Tier Fiitterung 








Nr. 


| 

| ; 

503 | Ohne Jod. | 10,1 | 81 104 97 | 10,3 | 10,8 5940 9,90 
514 || Mit Jod . | 93/98 98 99 104 | 103 5940 9.90 


‘ 


28. II. | 1. 111. | 2. Il. 3.11. | 4.1L | 5m. |S | Durchschnitt 
a 1 


e) Nachperiode, ohne Jod. 











Nachperiode 


Tier! Fiitterung 
Nr. 6. IIL. 7. If. | 8. III. | 9. IIL. 10. IT. 11. III. 12. Il. 


5 9,4 | 10,7 9,7 
1 9,1 10,0 9,2 





503 | Ohne Jod. | 111 | 110 | 99 | 9, 
Bi4 || Mit Jod .| 108 | 109 | 100 | 9, 








Tier Fiutterung | ann secon 

Ne. |) | 13. HL 14. I. 15. I. Summe | Durchschnitt 
503 | Ohne Jod . 9,7 10,5 9,9 101,40 | 10,14 
514 | Mit Jod . 9.9 9,8 93 | 97,80 9,78 


f) Durchschnitte der Milchertrage in den einzelnen Versuchsabschnitten. 





! Vorperiode Perioden mit einer Jodgabe je Tag von Nachperiode 





| 
Tier || - 

|| Fitterung | | 
Nr. | } ohne Jod 200 mg o_o dae ted 
508 | Ohne Jod. —10,60 10,43 | 10,05 9,90 10,14 


514 | Mit Jod . 9,65 9,45 9,61 9,90 9,78 


——— 
pas Na 
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Abb. 2. 
Milchertrage in kg der beiden Versuchstiere. 
Tier 503 ohne Jod.~— ----- Tier 514 mit Jod. 4 
40 
2 
Sur 2 ee 
3 <h------ «4 
S go} 3 
| 80 Ls S *Periode 2 Periode 3.Periode Nachperiode 
. | 200mgJod | 4¥00mgJod | 600mgJod ohne Jod 
vA 
Abb. 3. 
Durchschnitte der Milchertrage der beiden Tiere in den einzelnen Versuchsabschnitten. 
Tier 503 ohne Jod. = ----- Tier 514 mit Jod. 





Aus ihnen ist zunachst zu entnehmen, dai der Milchertrag des jodfreien 
Tieres im Verlaufe des Versuchs eine langsame, jedoch stete Abnahme 
erfuhr, wohl bedingt durch den Einflu8 der Lactationszeit. Die Milchleistung 
des Tieres mit Jodgabe zeigte gleichbleibende Tendenz und stand am Ver- 
suchsende um geringes héher als zu Beginn der Untersuchungen. Deutlich 
tritt dieses gegensitzliche Verhalten der beiden Tiere hinsichtlich der Milch- 
leistung aus der graphischen Darstellung in Abb. 3 hervor. Der Unterschied 
der Milchleistung der beiden Tiere in der Nachperiode war zugunsten des 
Jodtieres geringer als zu Versuchsanfang. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daB die hohen Jodgaben 
von 200, 400 und 600 mg Jod je Tag eine Beeintrachtigung der Milchleistung 
nicht hervorriefen, vielmehr einen zu raschen Abfall der Milcherzeugung, 
der nach dem Verhalten der Lactation des Vergleichstieres ohne Jod zu 
erwarten gewesen ware, hintanhielten. 


3. Beeinflussung von Fettgehalt und spezifischem Gewicht der 
Milch durch die einzelnen Jodgaben. 


Der Fettgehalt und das spezifische Gewicht der Milch jeden Tieres 
wurde wahrend jedes Versuchsabschnittes nur einmal bestimmt. Die in 
Tabelle III angefiihrten Zahlen stellen die Ergebnisse der Messung der 
aus Morgen- und Abendmilch des gleichen Tages hergestellten Mischmilch dar. 
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Tabelle III. 


Fettgehalt und spezifisches Gewicht der Milch der beiden Versuchstiere. 





Héhe der Jodgabe und Tag der Probenahme 








200 mg 400 mg 600 mg Jodfreie Periode 
Tier || Fatterung 21. I. 27. I 4. lll. 10. TI. 
Fett Fett Fett Fett 
Nr. 0/5 Oy Fy J 








1,0303 | 32 1,0310 3,3 | 1,0812 


503 Ohne Jod. | 3,4 1,0309 3,1 
2 3.2 | 1,0304 28 1.0309 31  1,0313 


3 
514 Mit Jod . | 3, 1,0309 


Der Fettgehalt der Milch des Jodtieres erfuhr, ebenso wie der des Tieres 
ohne Jodzugabe, keine wesentliche Veranderung, ausgenommen in der 
Periode zu 600 mg Jod je Tag, wo ein Riickgang um 0,4°, festzustellen 
ist. Die Ergebnisse der Bestimmungen des spezifischen Gewichtes der 
Milch lassen bei beiden Tieren die gleichen Schwankungen erkennen, auf 
eine nachteilige Wirkung des Jods kann hieraus nicht geschlossen werden. 


II. Versuch im Winter 1928. 


Dieser Versuch wurde mit vier Tieren durchgefiihrt, wovon zwei 
Tiere wahrend der ganzen Versuchsdauer nur Grundfutter erhielten, 
wihrend an zwei weitere Tiere auBer dem Grundfutter sogenanntes 
Vollsalz mit 200, 400 bzw. 600 mg Jod je Tag in den verschiedenen 
Versuchsabschnitten verabreicht wurde. Um eine Einwirkung des als 
Jodt~ager verwendeten reinen Salinensalzes ee wurden 
an die Tiere der Gruppe A ohne Jod pro Kopf und Tag je 25 g reinstes 
jodfreies Salinensalz verabreicht. Die gleiche Menge Salz mit der ent- 
sprechenden Menge Jod in Form von KJ erhielten auch die Tiere 
der Gruppe B. Die einzelnen Daten dieses Versuches waren folgende: 

1. Vorperiode vom 7. bis 16. Januar 1928. .... . . . 10Tage 
2. I. Periode (200 mg Jod) vom 17. bis 31. Januar 1928 . 15 


3. Ubergangszeit zur II. Periode Se mg Scan. vom 1. bis 
3. Februar 1928 . ‘ 


4. IL. Periode (400mg) Jod vom 4. bis 18. hilieaas 1928 . 15 


5. Ubergangszeit zur III. Periode (600 mg — vom 19. bis 
21. Februar 1928 .... : | ae 


6. IIT. Periode (600 mg Jod) vom 22. alesis bis 7. Marz 1928 15 
. Nachperiode ohne Jodgabe vom 8. bis 17. Marz 1928. . 10 


9? 


1. Die Wirkung der Jodgaben auf das Verhalten und den Gesund- 
heitszustand der Tiere mit besonderer Beriicksichtigung der 
Kérpertemperatur. 


Die waihrend des Versuchsverlaufes angestellten Beobachtungen iiber 
Verhalten und Gesundheitszustand der Tiere lieBen keinerlei Unterschiede 
sowohl wihrend der Zeit der Jodzufuhr als in der Zeit ohne Jodgabe er- 
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kennen. Die von Beginn der Vorperiode an tiglich durchgefiihrten Messungen 
der Kérpertemperatur jedes ‘Lieres ergaben die in Tabelle IV niedergelegten 
Ergebnisse. 

Tabelle IV. 


Durchschnittstemperaturen der Tiere waihrend der einzelnen Versuchszeiten. 





: | . | Ubergangss , Ubergangs- : 

T ; I. Periode, : II. Periode, : Ill. Periode, : 
Na, Vorperide | 250 me Jod 76H 2U" 40mg lod 576.74 ot) mg Jod | Nachperiode 
Gruppe A, ohne Jod. 

463 38,8 38,5 38,4 38,4 38,6 38,7 38,3 

457 36,6 38,3 38,4 38,5 38,4 38,5 38,3 
Gruppe B, mit Jod. 

407 38,6 38,4 38,5 38,6 | 38,5 38,5 38,5 

485 38,8 38,7 38,5 38,7 38,5 38,5 39,0 


Aus dieser Zusammenstellung sowie aus der graphischen Darstellung 
(Abb. 4) dieser Ergebnisse kann entnommen werden, da in keinem Falle 
die Normaltemperatur des Rindes (37,5 bis 39,5°C) iiberschritten wurde. 
Wahrend in der Vorperiode die Temperaturen der Tiere sich in der gleichen 
Hohe hielten, waren in der I. und in der II. Periode die Temperaturen 
der Tiere der beiden Gruppen an sich gefallen, wobei die Temperatur der 
Jodtiere etwas iiber derjenigen der Tiere ohne Jod lag. In der III. Periode 
waren die Kérpertemperaturen der Jodtiere etwas unter der der Tiere ohne 
Jod, in der Nachperiode war im Durchschnitt eine héhere Temperatur 
der Jodtiere festzustellen. f 


Yorperiode 1 Periode is 2. Periode hy 3. Periode 
S$ 


yoda 
_ ohneJod 200mg Jod jel & ™ 400 mg Jod je Tog 600 mg Jod je Tag Aesipan 









































[5 ; —— 
38,0 
tolage Tage lage Tage lage ‘Silage 10 Tage 
— Lait 
Abb. 4. 
Temperaturen der Versuchstiere. 
Ohne Jod. = ----- Mit Jod. 


2. Der EinfluB der Jodgaben auf den Milchertrag. 


Die Durchschnittsmilchertrige der Tiere der beiden Gruppen je Tag 
sind im Anhang I zahlenmaBig aufgefiihrt, im Anhang II in graphischer 
Darstellung wiedergegeben. 


Aus den beiden Darstellungen ist zu entnehmen, da der Milchertrag 
der jodfreien Gruppe bis zur Beendigung der II. Periode nur eine geringe 
Abnahme erfuhr, wahrend von Beginn der III. Periode bis zum Ende des 
Versuchs durchweg ein starker Riickgang der Milchleistung infolge der 
fortgeschrittenen Lactation erfolgte. Die Jodgruppe stand zu Beginn des 
Versuches etwas iiber der jodfreien Gruppe. Dieser Unterschied verringerte 
sich in der I. Periode nur geringfiigig. In der Ubergangszeit zur I. Periode 
(400 mg Jod) waren die Milchertrage der beiden Gruppen gleichzusetzen. 
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In der II. Periode selbst stand die Jodgruppe tiber der jodfreien Gruppe t 
und hatte damit die Héhe der Milchleistung zu Versuchsbeginn beinahe ‘ 
wieder erreicht. Der Unterschied der beiden Gruppen vergréBerte sich in < 
der Ubergangszeit zur III. Periode (600 mg Jod) bedeutend. Ebenso war s 
in der III. Periode (600 mg Jod) selbst ein groBer Unterschied in der Milch- 8 
leistung der beiden Gruppen zugunsten der Jodgruppe festzustellen. In s 
der Nachperiode ist ein weiteres Fallen des Milchertrags der beiden Gruppen § 
za beobachten, wobei die Jodgruppe, die in dieser Versuchszeit kein Jod : i 
mehr erhalten hatte, der jodfreien Gruppe in der Milchleistung um geringes 
nachstand. ‘ 
Zusammenfassend kann aus diesen Versuchsergebnissen geschlossen { 
werden, dal eine schidliche Wirkung der hohen Jodgaben von 200, 400 f 
und 600 mg Jod auf den Milchertrag nicht festzustellen war, vielmehr auf ‘ 
eine giinstige Wirkung der Jodgabe auf die Lactation geschlossen werden ’ 
muB. y c 
| 
3. Beeinflussung von Fettgehalt und spezifischem Gewicht der 
Milch durch die einzelnen Jodgaben. ; 
Der Fettgehalt und das spezifische Gewicht der Milch der Tiere wurde P 
in Abschnitten von je 3 Tagen untersucht. Die in Tabelle V angefiihrten ! 
Zahlen stellen die Durchschnitte der Fettgehalte und absoluten Fettmengen 
jeder Gruppe in den einzelnen Versuchsabschnitten dar. ; 
Tabelle V. 
Durchschnitte der Fettgehalte und absoluten Fettmengen. 
we Se he vs aa cs: SRS ot ae Durchschnitt- 
Durchschnitts- Unter: ; Unters 
Versuchsabschnitt | Gruppe ‘fettgebalt - euhted "cue schied 
lo lo kg kg 
: y 
4 Vv Siete G py 4,75 -- 0,8265 _— 7 
iii deat | B 4,43 — 0,32 | 08018 —0,247 
é on | 
4 ows ‘ j} A 4,29 -- 0,7237 — 
Ran ee ee 409 | —020 | 0,7035 © —0,202 | 
; Ubergangszeit zur {| A 4,10 -- 0,6888 - ] 
; II. Periode, 409mg Jod | B 4,15 + 0,05 0,6972 + 0,084 
; sae ji A 4,37 — 0,7377 _ 
: I. Periode, 490 mg Jod | B 4.06 ee 0.31 0.7284 > 0,093 
‘ Obergangszeit zur {| A 4,39 — 06622 _ ‘ 
. Ill. Periode, 600mg Jod| B 4,05 — 0,25 0,7452 + 0,830 
: . {i A 4,31 —- 0,6836 o 
on ree Ss 425  —0,06 0.7416 + 0,580 
. , {, A 4,90 — 0,7105 -- 
Nachperiode ohne Jod - | B 4.95 4 0.05 0.7079 al 0,026 
‘ 
Aus dieser Tabelle ist zu entnehmen, dal der Fettgehalt der Gruppe A 
ohne Jod zu Beginn des Versuchs um 0,32% hoéher war als der der Gruppe B 
mit Jod. Im Verlauf des Versuchs erfuhr der Fettgehalt der Gruppe A } 
eine geringe Verainderung, ebenso der Fettgehalt der Gruppe B. Der Ver- f 
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gleich der Unterschiede der Fettgehalte der beiden Gruppen wahrend 
der einzelnen Versuchsabschnitte lief auf keine nachteilige Beeinflussung 
der Jodgaben von 200, 400 bzw. 600 mg Jod schlieBen, die Unterschiede 
sind zum gr6éBten Teil geringer als zu Versuchsbeginn. In der Nachperiode 
stieg der Fettgehalt der beiden Gruppen wiederum an, die Unterschiede 
sind praktisch gleichzusetzen. Die Ergebnisse der Berechnung der Durch- 
schnitte der absoluten Fettmenge in Kilogramm der beiden Versuchsgruppen 
in den einzelnen Versuchsabschnitten zeigten ein ahnliches Bild. 


Die absolute Fettmenge der Jodgruppe stand bis Ende der I. Periode 
unter jener der jodfreien Gruppe. In der Ubergangszeit zur II. Periode 
(400 mg Jod) war eine geringe Erhéhung der Fettmenge der Jodgruppe 
gegeniiber der jodfreien Gruppe festzustellen. In der IT. Periode (400 mg 
Jod) selbst erfuhr die absolute Fettmenge der Jodgruppe wiederum eine 
Verminderung, um dann in der Ubergangszeit zur III. Periode und bei 
dieser selbst (600 mg Jod), wohl infolge des héheren Milchertrages, wesent- 
lich gegeniiber der jodfreien Gruppe anzusteigen. Zusammenfassend kann 
gesagt werden, dafi der Fettgehalt der Milch bei der Verabreichung 
relativ hoher Jodmengen, mit Ausnahme der héchsten Jodgabe, bei der 
eine geringe Senkung eintrat, keine wesentliche Beeinflussung erfuhr, die 
absolute Fettmenge hingegen, entsprechend der jeweiligen Milchleistung, 
héher erschien. 


Das Ergebnis der Bestimmung des spezifischen Gewichtes der Milch 
der Versuchstiere ist in Tabelle VI niedergelegt. 
Tabelle VI. 


Spezifigches Gewicht der Tiere der zwei Gruppen in den 
einzelnen Versuchsabschnittén. 





Versuchsabschnitt Gruppe A Gruppe B 


Vorperiode . . A oe a ee 1,0322 1,0321 
I. Periode, 200 ing ee) ar 1,0321 1,0323 
Ubergangszeit zur II. Periode, 400 mg Joa | eee 1,0330 1,0331 
II. Periode, 400mg Jod . , 1.0325 1.0333 
Ubergangszeit sur III. Periode, 600 me weno, 1,0325 1,0337 
III. Periode, 600mg Jod . . . ie 1,03829 ~ 1,0337 
Nachperiode .. . eh cies Sone ees 1,0332 1,0329 


Die Ergebnisse lassen erkennen, da eine nachteilige Beeinflussung 
des spezifischen Gewichts der Milch der Tiere der Jodgruppe in keinem 
Versuchsabschnitt eingetreten ist. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden zwei Fiitterungsversuche mit steigenden Jodgaben 
an Milchkiihen unter Verwendung von 200, 400 und 600 mg J als KJ 
durchgefiihrt, wobei einmal das Jod in Tabletten gegeben wurde, 
wihrend das zweitemal als Triiger des Jods Viehsalz diente, somit 
sogenanntes Vollsalz verabreicht wurde. 
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2. Bei beiden Versuchen blieben die Jodgaben ohne EinfluB 
auf das Verhalten und den Gesuwndheitszustand der Tiere. 


3. Die Ergebnisse fiiiherer Versuchsanstellungen konnten insofern 
bestatigt werden, als hinsichtlich der K6rpertemperatur bei allen 
Versuchen keinerlei Unterschiede zwischen den Kontroll- und Versuchs- 
tieren zu beobachten waren und in keinem Falle die Normaltemperatur 
des Rindes tiberschritten wurde. 

4. In beiden Versuchen riefen die hohen Jodgaben keine Beein- 
trachtigung der Milchleistungen hervor, sondern zeigten eine deutliche 
lactationsverlingernde Wirkung. 

5. Der prozentische Fettgehalt der Milch der mit Jod gefiitterten 
Tiere erfuhr mit Ausnahme der héchsten Jodgabe von 600 mg, bei 
deren Verabreichung eine geringe Senkung zu verzeichnen war, keine 
wesentliche Anderung. 


6. Die absolute Fettmenge der Milch der mit Jod gefiitterten 
Tiere zeigte zum Teile, wohl infolge der besseren Milchleistung, eine 
Erhéhung. 

Anhang I. 
Gesamtmilchertrage in Kilogramm je Gruppe und Tag in den einzelnen 


Versuchsabschnitten. 


a) Vorperiode. 








Gruppe eS 8. I ae 10. I. 1. 1 mat 

A ohne Jod . 17,9 18,6 183 | 176 | 18,4 16,2 

B mit Jod.. 18,8 21,0 mS. | 128 | 168 17,3 
Gruppe 13. I. 14. L. 15. 1 16. I. ; | Summe — Durchschnitt 

A ohne Jod . 17,5 17,1 16,0 16,7 174,3 17,4 

B mit Jod.. 17,1 16,8 17,2 16,5 180,5 | 18,1 


b) I. Periode, 200 mg Jod je Tag. 








Grugge 1 | 1 19.1.) 0 | ak | 2h! 3 | met. | 8 

A ohne Jod. 158 | 164 | 168 | 160 | 165 | 159 | 159 17,1 15,5 

B mit Jod..| 16,4 | 16,7 | 17,7 | 162 | 165 | 14,9 | 151 | 17,2 | 17,3 

Gruppe 26.1. | 27.1 | 20 | 20.1 30.1 31,1. |Summe| Durchschnitt 
ohne Jod . 17,2 16,2 | 17,6 183 | 19,1 18,8 | 253,1 16,87 


a> 


mit Jod.. 184 17,6 | 17,3 | 19,2 19,3 | 18,2 258.0 17,20 
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c) Ubergangszeit zur II. Periode, 400 mg Jod je Tag. 
































Gruppe 1. IL. ; 2. 3. IL Summe Durchschnitt 
A ohne Jod . 18,0 16,3 16,0 50,3 16,8 
B mit Jod.. 17,6 15,7 17,1 50,4 16.8 

d) IL. Periode, 400 mg Jod je Tag. 

Gruppe 4. II. 5. i. 6. . 7. Il. ‘8. Il. 9. II. 10.11. | WM. | 10h 
A ohne Jod . 169 | 159 168 17,0 | 17,0 17,5 169 17,6 | 164 
B mit Jod.. | 17,5 | 17,8 | 17,9 | 18,0 | 18,0 | 17,5 | 181 | 18,0 | 17,9 

Gruppe 13. 11. 14. Il 15. I] 16.11. | 17.11. 18,11 |Summe  Durchschnitt 
A ohne Jod 17,0 | 17,1 | 17,1 | 15,7 | 17,8 | 16,5 | 258,20 16,88 
B mit Jod.. | 17,9 | 17,2 | 183 17,9 | 18,9 | 18,2 | 269,10 17,94 

e) Ubergangszeit zur III. Periode, 600 mg Jod je Tag. 

Gruppe 19, Il. 20. Il. 21. Il. Summe Durchschnitt 
A ohne Jod . 15,7 15,1 16,3 47,1 15,4 
B mit Jod.. 18,1 17,0 17,2 55,3 18,4 

f) III. Periode, 600 mg Jod je Tag. 

Gruppe 22.11. | 23.1L | 24.0%. | 25.1. | 26.1 | 27.1. | 28.0 | 20.1 | 1.000. 
A ohne Jod . 16,7 168 165 16,0 16,1 15,2 154 160 15,9 
B mit Jod . . || 17,7 | 17,7 18,6 18,7 18,0 | 17,6 | 17,5 | 17,4 | 17,6 

Gruppe 2.1. 3.10. | 4.0. |S. 6.1L 7. 1. | Summe | Durchschnitt 
A ohne Jod .| 15,6 | 15,1 15,8 154 15,8 15,7 238,00 15,86 
B mit Jod.. || 17,9 | 17,7 | 17,7 | 17,6 | 17,4 | 15,7 | 817,10 17,45 

g) Nachperiode, beide Gruppen ohne Jod. 

Gruppe 8. TIL. 9. TIL 10. Tl. 11. Tl. 12. Il. 13. II. 
A ohne Jod . 15,6 14,7 14,8 14,1 13,6 14.2 
B mit Jod.. 12,5 11,6 12,6 12,7 13,6 14,9 

Gruppe 2 14. Ill. 15. Ml. 16. THI. 17. TIT. Summe_  Durchschnitt 
A ohne Jod . 14,7 14,3 15,2 13,5 144,7 14,5 
B mit Jod.. 17,3 15,4 15,! 16,7 143,1 14,3 
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Anhang II. 
Graphische Darstellung der Milchertrage beim Fiitterungsversuch 1928. 
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Nachperiode; beide Gruppen ohne Jod 
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Durchsechnitte in den einzelnen Versuchsabschnitten. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XXIII. Mitteilung?: 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Chemismus des tierischen 
Jodstoffwechsels. 


Von 
K. Seharrer und J. Schwaibold. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft 
und Brauerei Weihenstephan im Verbande der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(EFingegangen am 5. Juli 1929.) 


In friiheren Arbeiten! iiber den Chemismus des tierischen . Jod- 
stoffwechsels haben wir festgestellt, daB jede unter natiirlichen Be- 
dingungen abgeschiedene Milch Jod enthalt und durch Jodgaben 
eine Vervielfachung des normalen Milchjodspiegels und auch des Blut- 
jodspiegels eintritt. Die Hohe dieser Milchjodierung schwankt sehr, 
je nach der bei der Fiitterung verabreichten Jodmenge. So wurde 
z. B. durch Jodgaben von 1,53 und 3,82 mg J, gereicht als KJ, ein 
um 40 bis 100°, gesteigerter Milchjodspiegel erzielt, wahrend Joddosen 
von 76,45 mg J ungefahr die zehnfache Erhéhung des normalen Jod- 
gehalts der Milch bewirkten. 

Von der Uberzeugung ausgehend, daB8 physiologische Befunde 
nicht oft genug nachgepriift werden kénnen, und um neue Einblicke 
in den Chemismus des tierischen Jodstoffwechsels zu gewinnen, wurden 
weitere Versuchsreihen mit Milchtieren durchgefiihrt. Dariiber soll 
im nachstehenden kurz berichtet werden. 


I. 

Eine Gruppe von 14 Milchkiihen erhielt vom 15. Februar bis 23. April 
1927 je Tier und Tag 100 mg J als KJ in Form von 25 g Vollsalz verabreicht. 
Eine gleiche Zahl von Tieren bekam als Kontrollgruppe die gleiche Menge 
Kochsalz ohne Jod. Das Vollsalz wurde, wie bereits friiher geschildert’, 


1 Siehe die friiheren Mitteilungen, insbesondere die vorstehenden. 
Vgl. hierzu auch K. Scharrer, Chemie und Biochemie des Jods. Stuttgart, 
Verlag F. Enke, 1928. 
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bereitet, die tagliche Salzgabe stets bei der Nachmittagsfiitterung ver- 
abreicht. 


Zur chemischen Analyse gelangten stets Durchschnittsproben 


der Milch jeder Gruppe aus dem Gemisch der Tagesmilch der Einzeltiere. 
Die erhaltenen Resultate gibt die Tabelle I wieder. 


Tabelle I. 
Milchjodspiegel einer Gruppe von Kiihen bei taglicher Zufuhr von 100 mg J 
als KJ per os. 





Datum Kontrollgruppe Versuchsgruppe 
1927 J in y/o J in y=%Jo 
15. Il. 8,0 25,0 

22. I. _ 40,0 

1. il. 6,0 25,0 

8. II. — 30,0 

15. III. 8,0 | Mittel — | Mittel 
23. IIT. — 6,1 32,0 28,9 
29. III. 7,0 39,0 

- eY. 4.5 27,0 

12. IV. 5,0 26,0 

20. IV. 4.5 16,0 








Wie aus den mitgeteilten Zahlen hervorgeht, ist wiederum durch 
die Jodfiitterung eine starke Anreicherung der Milch an Jod erzielt 
worden, die ein Vielfaches (das Fiinffache) der Milch der Normaltiere 
betragt. 

Die bei dem geschilderten Fiitterungsversuch gewonnene Milch 
wurde im milchwirtschaftlichen Institut der Hochschule Weihenstephan 
zu Milchprodukten weiterverarbeitet. Die Herstellung der Butter 
und des Kases erfolgte in der tiblichen Weise. Vom Kase wurden die 
Proben nach zehntagiger Lagerung genommen. Die Analysenergebnisse 
der Produkte sind in Tabelle II zu finden. 


Tabelle Il. 


Verteilung des Jods in Milchverarbeitungsprodukten einer bei einem 
Fiitterungsversuch mit 100 mg J als KJ gewonnenen Milch. 





| a Butter Kase 
| Voll. gers Butter: aus = aus 

|| Datum milch | milch | milch  B¥tter | 199 g Molke | Kase 100 g 
l Milch Milch 
| 1927 7¥°%lo 7#9/o yo9!g ye? 0 y%/o 7/9 y*"lo y*°'o 


Kontrolle 3./4. IV. 5,0 4,5 8,0 5,0 0,2 5,5 9,0 1,4 
Versuch 3./4. IV. | 30,0 | 30,0 25,0 8.5 0,34 | 23,0 | 34,0 5,1 


Der Hauptanteil des Milchjods ist in der Magermilch, Buttermilch 
und Molke zuriickgeblieben, weshalb sich auch deren Jodgehalt gegen- 
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iiber der Vollmilch nur wenig geindert hat. In Ubereinstimmung 
mit eigenen friiheren Arbeiten! ist festzustellen, daB das Milchfett 
nur einen unbedeutenden Jodgehalt aufweist. Die in der Butter ge- 
fundenen Jodmengen sind auf ihren Gehalt an Milchserum zuriick- 
zufiihren; deshalb ist der Jodgehalt der Normalbutter auch gering, 
wihrend die Butter aus der Milch der mit Jod gefiitterten Tiere etwas 
mehr Jod enthalt. Dem ziemlich hohen Gehalt der Kaseproben an Milch- 
serum ist es zuzuschreiben, da deren Jodgehalt, insbesondere beim 
Kase aus der Milch der Versuchstiere, entsprechend héher ist. 


Il. 
a) Fiitterungsversuch mit steigenden Jodgaben an zwei Milchkithen. 
Dieser Versuch wurde im Jahre 1927 durchgefiihrt. Nach einer zwei- 
taigigen Vorperiode erhielt das eine Tier (Nr. 514) vom 16. bis 21.Februar 
je 200mg J als KJ in Tablettenform, vom 22. bis 27. Februar ebenso 
400 mg und vom 28. Februar bis 5. Marz je 600 mg peroral verabreicht. 


Tabelle III. 


Milchjodspiegel bei einem Fiitterungsversuch mit steigenden Jodgaben. 

















Kuh 514 (Versuchstier) Kuh 503 (Kontrolltier) 

ate mg Jals KJ Milchjod Harnjod Milchjod Harnjod 
1927 ¥°°lo 79/9 y%lo ¥*°lo 
15. Il. oo 4,5 65 7,5 54 
16. II. 200 — _ — _ 
iy. 3. 200 17 200 oa 46 
18. II. 200 26 24 265 — — 
19. I. 200 22 360 7 295 — — 
20. II. 200 30 350 | 65 24 
, ae a 200 — 300 — — 
22. II. 400 — — — — 
28. Ii. 409 40 520 _- 44 
24. II. 400 45 680 —_ - 
25. II. 400 88 7 40 730 ; 694 —_— — 
26. IL 400 34 775 | 45 33 
a. 2. 400 43 765 -- —— 
28. II. 600 a — — — 
1. 1 600 50 895 — 75 
. lil. 600 1025 — — 

. Il. 600 5 = 700 a — 
4. IL 600 72 ( ° 790 (923 45 14 
5. ILL. 600 100 1115 | — -- 
6. III. — 70 1010 _ _ 
7. Il. oe 29 412 3,5 35 
9. III. a 12 100 -- _ 
11. LI. — 8,0 57 — 36 
15. IIL. _ 4,5 26 — — 


Die Zahlen hinter den Klammern bedeuten die Mittelwerte in den 
einzelnen Perioden. 


1 K. Scharrer und J. Schwaibold, diese Zeitschr. 207, 332, 1929. 
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Das Jod wurde nachmittags mit der Fiitterung gegeben, woran an- 
schlieBead die Abendmilch ermolken wurde. Das zweite Tier (Nr. 503) 
diente bei im iibrigen gleichen Verhaltnissen als Kontrolltier. Die Milch- 
proben wurden einem entsprechenden Gemisch der Morgen- und Abend- 
milch entnommen. 

Um einen Einblick in die Art der Ausscheidung zu gewinnen, 
wurden auch Harnuntersuchungen vorgenommen. Es wurde jeweils 
der Tagesharn (von 7 bis 18 Uhr) gesammelt und von dem Gemisch 
Proben entnommen. Die gesamten Ergebnisse dieser Versuche sind 
in Tabelle III zusammengestellt. 


Es ist aus dieser zu ersehen, da die Wirkung der Jodgaben unmittelbar 
nach der ersten Verabreichung einsetzte. Auch die Ausscheidung war 
sofort entsprechend erhéht. Es sind in der Tabelle III sowohl die Mittel- 
werte des Miichjodspiegels der einzelnen Versuchsabschnitte berechnet, 
als auch diejenigen der ausgeschiedenen Mengen. Diese Zahlen zeigen, 
daB8 der mittlere Jodgehalt der einzelnen Perioden sich wie 1: 1,7: 2,8 
verhalt. Sie liegen also dem Verhialtnis der verabreichten Joddosen sehr 
nahe. Auch das gegenseitige Verhailtnis der in den drei Perioden durch die 
Niere ausgeschiedenen Jodmengen mit 1 : 2,4: 3,1 zeigt eine gewisse Uber- 
einstimmung mit den zugefiihrten Mengen. Weiterhin ist ersichtlich, 
da8 die Erhéhung des Miichjodgebalts durch die Versuchsfiitterung gegen- 
iiber dem natiirlichen Gehalt gleichermaBen eingetreten ist wie die Stei- 
gerung der Jodausscheidung in den Versuchsperioden gegeniiber der ur- 
spriinglichen, so daB sich das absolute Verhaltnis von natiirliche:n Milch- 
jod zur natiirlichen Ausscheidung unter den Versuchsbedingungen nicht 
wesentlich verschoben hat. Die Befunde bei dem Kontrolltier bewegten 
sich in den schon friiher festgestellten Grenzen von Normaltieren. Es 
zeigt sich erneut ein Absinken des normalen Milchjodspiegels mit fort- 
schreitendem Friihjahr. 

Von der in dem eben geschilderten Fiitterungsversuch erhaltenen 
Milch wurde jeweils einmal im Laufe der verschiedenen Perioden ein 
Teil zu Milchprodukten weiterverarbeitet. Die Herstellung der Butter 


Tabelle IV. 
Verteilung des Jods in Milchverarbeitungsprodukten aus einem 
Fiitterungsversuch mit steigenden Jodgaben. 








Butter 
M * But * 
Tier Datum mitch mileh Butter SS - 
Nr. 1927 ye9/ yoo y/o y*%o 
514 19. II. a* bis 20. II. m* 27 24 7,0 0,3 
514 a te a-  m 39 — 11 0.44 
514 3. Ill. ¢ >» ££ m 80 74 24 1,0 
514 o% Tia ..¢ 0TH m 13 10 6,5 0,26 
503 0 ia, he EE mm 5.5 7.5 7,0 0,3 
503 a ibs, he hom — 65 5,0 0,2 
503 Sia, € OL m 6,0 4,5 4.5 0,2 
503 9. THs , 10. UL -m 5,0 4.5 — — 
* a= Abendmilch, m = Morgenmilch. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





i Kase Kisses 
ne Datum | mote | nae | mRaMPe | spss 
Nr. —_a + | ve%Jo y#%o go a 
514 21. II. a* bis 22. II. m* _— 32 4,8 48,2 
514 27. Il. m unda 46 55 8,3 39,3 
514 4.10. a , 5.1. m 100 80 12 56,5 
514 10. I. a bis 11. Il. m 13 7”) 6&8 40,6 
503 21. Il. a bis 22. Il. m _— 15 2,3 45.4 
503 27. Il. m unda 4,0 90 | 1,4 52,9 
503 4. Ill. a bis 5.0. m 4,0 50 | 08 57,0 
503 10. Ul. a , 11.0. m 6,0 ~~ 1. 42 41,7 


* a = Abendmilch, m = Morgenmilch. 


und des Kases wurde in der iiblichen Weise vorgenommen. Vom Kase 
wurden die Proben nach zehntagiger Lagerung genommen. Eine Zu- 
sammenstellung der Ergebnisse bringt die Tabelle IV. 


Die Ergebnisse stehen vollkommen in Ubereinstimmung mit den 
Resultaten, die bei den mit 100mg J gewonnenen Milchprodukten des 
unter I geschilderten Fiitterungsversuchs erhalten wurden. Der Haupt- 
anteil des Milchjods ist wiederum in der Magermilch, Buttermilch 
und Molke zuriickgebiieben, deren Gehalt gegeniiber der vollstandigen 
Milch nur wenig verandert ist. Der Gehalt der Butterproben an Jod 
war aus den frither geschilderten Griinden wiederum sehr gering, 
der Kaseproben entsprechend hoher. 


b) Fiitterungsversuch mit steigenden Jodgaben an vier Kiihen. 


Dieser Versuch wurde im Jahre 1928 vorgenommen. Die Versuchs- 
anordnung war, abgesehen von geringen Anderungen, mit derjenigen von 
a) iibereinstimmend. Zwei Tiere bildeten die Versuchsgruppe. Nach 
einer 10taégigen Vorperiode gelangten in drei Versuchsperioden vom 17. bis 
31. Januar 200 mg, vom lI. bis 18. Februar 400 mg und vom 19. Februar 
bis 7. Marz 600mg J als KJ jeweilig am Nachmittag zur Verfiitterung. 
Das Jodsalz wurde mit 25g Kochsalz gemischt verabreicht, wahrend die 
Kontrolltiere 25 g jodfreies Kochsalz erhielten. Die Entnahme der Milch- 
und Harnproben geschah in der gleichen Weise wie friiher. Eine Ubersicht 
der erhaltenen Resultate gibt die Tabelle V. 


Es sind hier wiederum die mittleren Werte der einzelnen Perioden 
hervorzuheben, welche in der Tabelle angegeben sind. Die absoluten Jod- 
mengen, welche hier in die Milch iibergefiihrt wurden, sind wesentlich héher 
als im ersten Versuch. Die Ursachen hierfiir sind wohl teilweise auf un- 
bekannte biologische Verschiedenheiten zuriickzufiihren; doch diirfte die 
dreimal langere Versuchszeit der entscheidende Grund dafiir sein, daB in 
der dritten Periode dreimal mehr Jod in die Milch gelangte als in der gleichen 
Periode der friiheren Versuche, und da8 die Mittelwerte der Perioden sich 
wie 1: 1,8: 5,8 verhalten. Die absolute GréB8e der ausgeschiedenen Mengen 
und das VerhAaltnis der einzelnen Perioden mit 1 : 1,8: 3,7 sind den Gré8en 
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Tabelle V. 


Jodierung von Kuhmilch durch abgestufte perorale Jodgaben. 














owe | Versuchsgruppe Kontrollgruppe 
Com ll mg JeisKJ || Milchjod Harnjod Milchjod | Harnjod 
1928 I yo y%lo y/o y/o 
msm: £ — 4 3 
_ s — 4 7 11 
-_ - a 4.5 
ae 200 
a .s 200 44 350 | 
Ae 2 200 40 973 2.5 
24. I. 200 401 a4 210, “"* 2.5 18 
 s 200 s3f “™° 260 2.5 11 
_. & 200 30 
1. Il 400 32 
2. IL. 400 | 55 380 ae 11 
8. I. 400 50 
5. Il. 400 50 490 l 488 
S. ii. 400 45 64.4 3 8 
me |e 400 52 : 670 
15. Il 400 63 410 3 5 
18. II 400 95 
19. II 609 105 
20. II 600 155 905 3 10 
21. IZ. 600 146 
23. II. 600 252 975 1008 
26. I 600 215 ¢ 212,0 4.5 18 
29. II 600 190 1070 
4./5. IL. 600 162 1080 55 9 
7./8. TI. 600 264 
8. III. _ 
9. III. — 260 710 9 
ii. EL. — 88 315 
18. III. —_ 30 110 6 12 
15. LUI. _— 15 
20. Il. — 4 12 5 9 


des ersten Versuchs sehr ahnlich. Mit Riicksicht auf die Verschieden- 
artigkeit der Individuen, der Tierzah] und der Versuchsdauer ist die Uber- 
einstimmung eine sehr weitgehende. Die von den Versuchstieren bei Normal- 
fiitterung und von d.n Kontrolltieren in Milch und Harn ausgeschiedenen 
Jodmengen sind merklich geringer als beim ersten Versuch, was ebenfalls 
zum Teil auf individuelle biologische Verschiedenheiten, aber auch auf 
méglicherweise verschiedene Qualitaét des Futters zuriickzufiihren ist. 


Bei diesem Versuch wurden auch zwecks Einblick in den Zasammen- 
hang zwischen Jodfiitterung und Reaktion der Milch sowohl von 
der Milch der Kontroll- als auch der Versuchstiere die py-Werte elektro- 
metrisch gemessen. Tabelle VI zeigt die hierbei erhaltenen Zahlen. 


Den Resultaten ist zu entnehmen, daB wesentliche Schwankungen 
zwischen der Reaktion der Kontrollmilch und der Versuchsmilch 
nicht festzustellen waren. 
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Tabelle VI. 


Milchjodierung und Reaktion (px). 








Datum Gruppe A Gruppe B 
1928 Jodgabe in mg Pu Jodgabe in mg PH 
- 6,53 — 6.55 
6. I -- 6.52 _ 6,49 
Mm. - © — 6,57 200 6,57 
a. & - 6.55 209 6,53 
24. I -- 6,55 200 6,52 
_. & — 6.55 200 6.58 
oe. -- 6,52 200 649 
a a _— 6,58 490 6,55 
6. IL — 6,53 400 6,50 
8. IL. -= 6.60 400 6.65 
18. II. — — 490 6.67 
19. I. — — 600 6.52 
20. IL. a 6,64 600 6,60 
28. Ii. -- - 600 6.60 
26. II. — 6.63 600 6,58 
29. IL. — —_ 600 6,60 
4. IIL. -- 6.59 600 6,62 
11. ITT. _ — — 6,50 
13. III. _ 6,57 _ 6,57 
15. TIT. -- — — 6,61 
17. II. 6,58 -- 6.59 


Zusammenfassung. 


1. Bei einer wahrend langerer Zeit durchgefiihrten Verfiitterung 
von 100mg J als KJ zu Milchkiihen konnte wiederum eine An- 
reicherung der Milech, und zwar auf ungefahr das Fiinffache des 
normalen Jodgehaltes, beobachtet werden. Der Milchjodspiegel der 
Versuchstiere hielt sich wihrend der Dauer der Jodfiitterung in 
ziemlich konstanten Grenzen. 


2. Auch bei diesen Versuchen wurde wiederum festgestellt, dab 


jede unter normalen Bedingungen abgeschiedene Milch stets Jod 
enthalt. 

3. Bei Verfiitterung steigender Jodgaben in der Héhe von 200. 
400 und 600 mg J in Ferm von KJ je Tier und Tag tritt eine Jodierung 
der Milch ein, welche innerhalb gewisser Grenzen der Héhe der Jodgabe 
proportional ist. Etwaige Schwankungen sind bedingt durch indi- 
viduelle Verschiedenheiten der Versuchstiere und durch die zeitliche 
Ausdehnung der Fiitterungsperiode. Die GréBenordnung des durch 
tagliche Eingabe von 200 mg J zu erwartenden Milchjodspiegels kann 
mit 30 y-°., angegeben werden. Auch die Ausscheidung verhalt sich 
entsprechend der Héhe der Joddosen. Es scheint, daB das normale 
Verhaltnis der Jodabgabe durch Milch und Harn im wesentlichen 
auch nach Eingabe von Jodalkalien aufrechterhalten wird. 
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4. Sowohl bei dem Fiitterungsversuch mit 100 mg als auch bei 
dem mit 200, 400 und 600 mg Jod wurde die gewonnene Milch auf 
Molkereiprodukte verarbeitet. Entsprechend den friiher gemachten 
Feststellungen iiber die Jodbindung in der Milch blieb auch bei der 
technischen Gewinnung des Milchfettes dieses praktisch jodfrei, ob 
es nun aus normaler Milch oder aus Milch von Tieren mit Jodalkali- 
beifiitterung gewonnen wurde. Die in der Butter enthaltenen Jod- 
mengen sind auf ihren Gehalt an Milchserum zuriickzufiihren; deshalb 
ist der Jodgehalt der Normalbutter auch gering, waihrend die Butter 
aus der Milch der mit Jod gefiitterten Tiere etwas mehr Jod enthalt. Aus 
Normalmilch hergestellter Kase enthalt etwa ein Drittel des Jods 
der Gesamtmilch, was teilweise auf die Bindung an Eiweibstoffe, 
teilweise auf den hohen Gehalt des Kiases an Milchserum zuriickzufiihren 
ist. Der Hauptanteil des Jods verbleibt in der Magermilch, der Butter- 
milch und der Molke. 

5. Durch Jodfiitterung konnte keine wesentliche Anderung der 
pu-Werte der Versuchsmilch gegeniiber der Normalmilch festgestellt 
werden. 
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Zum Brenztraubensiurenachweis bei der Hefegirung. 


Von 
Gustav Klein und Walter Fuchs. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1929.) 


Kein Gebiet der Biochemie wurde in den letzten 20 Jahren so 
intensiv bearbeitet und so weit aufgehellt, wie das des Zuckerumsatzes 
in der Zelle!. Gerade in den letzten Jahren wurden neben der Frage 
der Isomerisierung der Zucker und ihrer Veresterung mit Phosphorsaure 
als den ersten vorbereitenden Schritten zur Glykolyse besonders die 
Erfassung der bei dieser auftretenden Zwischenstufen dank der 
glanzenden Arbeiten Neuwbergs und seiner Schule so weit geférdert, 
daB das seinerzeit von Newberg aufgestellte Garschema in allen 
wesentlichen Punkteri als vielseitig erhiartet und erwiesen gelten kann. 
Besonders der unerwartet gut gelungene Nachweis des Methylglyoxals 
bei der alkoholischen? und Milchsaiuregirung® nach vorangegangenen 
Fehlschlagen anderer* hat gerade diesen wichtigsten Pfeiler der ganzen 
Theorie gesichert. Wahrend nun Acetaldehyd und Methylglyoxal in 
iiberzeugender Ausbeute aus dem Zuckerumsatz auf verschiedenen 
Wegen gewonnen werden konnten, ist dies fiir die Brenztraubensiure 
bis heute nicht gegliickt. 

Dadurch, daB Neuberg® 1910 die enorme Vergirbarkeit der Brenz- 
traubensaure durch Hefe gefunden hat, ist erst die Siure bekannt ge- 





1 C. Neuberg, Der Zuckerumsatz der Zelle, Jena 1913; derselbe. 
Oppenheimers Handb. 2, 442 bis 454, 1924: C. Neuberg und M. Kobel, 
in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, S. 1160, 1928. 

2 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928. 

3 Dieselben, ebendaselbst 207, 232, 1929. 

4 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, Zeitschr. f. pvysiol. Chem. 168, 
124, 128, 1927, widerlegt von C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 191, 
472, 1927, und A. Lebedew, ebendaselbst 200, 151, 1928; S. Kostytschew 
und S. Soldatenkov, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 287, 1928. 

5 C. Neuberg, Sitzungsber. d. Berl. physiol. Ges. vom 20. Jan. 1911. 
C. Neuberg und A. Hildesheimer, diese Zeitschr. 31, 170, 1911; C. Neuberg 
und L. Tir, ebendaselbst 82, 323, 1911; C.Neuberg und L. Karczag, 
ebendaselbst 36, 60, 68, 76, 1912; 37, 176, 1912; Ber. Chem. Ges. 44, 2977, 
1912; C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschr. f. Gairungsphysiol. 1, 114, 1912. 
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worden, aus der ein glattes Entstehen von Kohlensaure und Alkohol 
beim Garvorgang erklarlich wird. Der Beweis fiir das faktische Vor- 
handensein der Brenztraubensaure in der Garkette wurde inzwischen 
auf allen hierfiir méglichen Wegen zu erbringen gesucht. 


Die chemischen Beziehungen der Brenztraubensaure zur Glucose 
sind vielseitig begriindet'. Es gelang zugleich, die glatte und schnelle 
Vergarbarkeit der Ketosiure durch lebende Hefe (sehr verschiedener 
Rassen) zu zeigen!, ebenso, daB der Spaltungsvorgang in Acetaldehyd 
und CO, nur biologisch so glatt geht, im Gegensatz zur chemischen 
Zerlegung. Da auch Trockenhefe und Enzympraparate dasselbe Ver- 
halten zeigen, war der enzymatische Charakter der Brenztraubensaure- 
spaltung erwiesen und in der Carboxylase ein auf die Ketosiuren 
spezifisch abgestimmtes Teilferment des Glykolyseapparates der Hefe 
gefunden!. Die Brenztraubensauregarung kann mit Hefemazerationssaft 
vielmals schneller als die Hexosegirung verlaufen. Freilich lauft der 
ProzeB, wie so oft bei Zwischenprodukten, mit Enzympraparaten glatter 
und durchsichtiger als mit lebenden Zellen. Die Erklarung dieses Unter- 
schieds zwischen der Brenztraubensaurevergarung durch lebende und 
mehr oder minder geschidigte Hefe liegt nach Newberg und Simon? 
in zwei Momenten: erstens darin, daB vital die Permeabilitat der 
Hefezelle fiir Brenztraubensiure und deren Salze eine so geringe sein 
kann, da aus diesem Grunde die Vergarung langsamer erfolgt als die 
des Zuckers, bzw. da eindringende Brenztraubensaéure Koagulation 
an den Grenzschichten bedingt und so gleichsam sich selbst das Ein- 
dringen unméglich macht; zweitens darin, daB es ja nicht bekannt ist, 
in welcher der tautomeren Formen Brenztraubensaure intermediar in 
der Zelle entsteht und weiterverarbeitet wird; so wurde durch neuere 
Untersuchungen nahegelegt, eine Enol- oder ahnliche Form anzunehmen®. 
Die Annahme von Haehn und Glaubitz*, daB die relativ groBen Hefe- 
mengen in Neubergs Versuchen einen vitalen Vorgang nur vortauschen, 
da in ihrem viel zu stark sauren Medium eine weitgehende Schidigung 
der Hefezellen eintritt und so Mazerationssaftverhaltnisse vorliegen, 
ist nicht stichhaltig; denn einerseits hatte Neuberg® schon vor vielen 
Jahren in seinen ,,.Minimumversuchen** bewiesen, da8 Brenztrauben- 


1 C. Neuberg, Oppenheimers Handb. 2, 442 bis 454, 1925; C. Neuberg 
in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, 8. 1317, 1928. 

2 C. Neuberg seit. 1910 und C. Newberg und E. Simon, diese Zeitschr. 
187, 220, 1927. 

3 V. Henri und Cl. Fromageot, Bull. (4) 37, 847, 1925. 

4 Haehn und Glaubitz, Chemie d. Zelle u. Gewebe 87, 1926; Zeits¢hr. 
f. physiol. Chem. 168, 233, 1927. 

5 Neuberg, diese Zeitschr. 71, 93, 1915. 
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siiure nicht mehr Hefe zur Vergirung benétigt als Zucker, dann aber 
haben Haehn und Glaubitz den Fehler begangen, die enorm starke 
Brenztraubensaure nicht abzupuffern, wie es Neuberg vorgeschrieben 
hatte. Fest steht jedenfalls, daB es nicht nur in der Hefe, sondern weit 
verbreitet in der Organismenwelt ein auf Ketosiuren spezifisch ab- 
gestimmtes Enzym, die Carboxylase, gibt, und dies macht das Vor- 
handensein einer solchen Saure im normalen Stoffwechsel sehr wahr- 
scheinlich. Dafiir, welche der méglichen sterischen und sonst isomeren 
Formen vital in Betracht kommt, lassen sich aus diesen Versuchen 
kaum Beweise erbringen. Da die Glycidsiure! und die nicht enolisier- 
bare Trimethylbrenztraubensaure? resistent gegen Hefe sind, beweist 
ebenso wenig wie die Unvergirbarkeit der Athoxyacrylsdure®, in der 
durch die Veratherung wesentlich andere Bedingungen geschaffen 
sind, wie sie in der freien Oxyacrylsaure vorliegen miiBten. Die betonte 
hauptsachliche Einstellung der Carboxylase auf Ketosiure spricht 
sehr fiir die Annahme dieser Form, eine Annahme, die nicht mehr 
und nicht weniger Wahrscheinlichkeit fiir sich hat als die isomerer 
Formen. 


Die starkste Beweiskraft fiir die Natur eines Kérpers als Zwischen- 
produkt bleibt freilich das analytische Auffinden dieses im Prozeb 
selbst, natiirlich unter scharfster chemischer und physiologischer 
Experimentalkritik und mit méglichst hoher Ausbeute. 


Um eine im Stoffwechsel normal schnell durchlaufene Zwischen- 
stufe analytisch greifbar zu machen, wurden verschiedene Wege der 
Anreicherung beschritten. Bei den Aldehyden haben sich die von Neuberg 
inaugurierten Abfangverfahren glanzend bewahrt; in anderen Fallen 
fiihrt Verschiebung der normalen Milieubedingungen zur Hemmung 
der weiteren Umsetzung des Zwischenproduktes und dadurch zu einer 
Anreicherung. Da intaktes lebendes Material durch seinen Regulations- 
mechanismus undurchsichtige’ und uniiberwindliche Komplikationen 
schafft, muBte man sich manchmal begniigen, mit totem Material zu 
arbeiten. Hier gelingt es gelegentlich, durch Vorbehandlung und 
Schaffung von Extrembedingungen den Enzymkomplex so zu 
differenzieren, daB Teilfermente inaktiviert oder von den anderen 
getrennt werden und so Teilreaktionen ungestért herausgegriffen und 
festgehalten werden kénnen. Ein Musterbeispiel dieser Methodik ist 
Neuberg und Kobels Nachweis von Methylglyoxal‘. 


1 R. Kuhn und Ebel, Ber. d. d. chem. Ges. 58, 1447, 1925. 
2 C. Neuberg und Weinmann, diese Zeitschr. 184, 471, 1927. 
3 C. Neuberg, ebendaselbst 184, 471, 1927. 

4 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 208, 463, 1928; 210, 466, 1929. 
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Beziiglich des Nachweises der Brenztraubensiure bei der alko- 
holischen Hefegarung! liegt bisher nur folgendes, methodisch fragliche 
Material vor. Fernbach und Schén? hatten angegeben, daB sich bei der 
alkoholischen Garung durch einfache Zugabe von Calciumcarbonat 
Pyruvinat anhauft, was Kerb? und v.Grab‘4 nicht bestatigen konnten. 
Wir erhielten ebenfalls rein negative Befunde (s. 8.59). Dann haben 
v.Grab4 und Cagan5 bei der zellfreien Garung mit Benutzung der Débner- 
schen Synthese in relativ geringen Mengen Brenztraubensiiure erhalten. 
Diese Reaktion legt in ihrer von Grab benutzten Form gleichzeitig 
Acetaldehyd und Brenztraubensaure fest. Cagan steigerte die Aus- 
beute durch Zusatz von Iso-valeraldehyd. Die entstandene Cinchonin- 
siuren lassen sich isolieren und schmelzpunktmaBig bestimmen. Die 
Reaktion verlauft rasch, auch in der Kalte, erfordert aber, da das 
B-Naphthylamin in Wasser unléslich ist, bestandige Dur¢hmischung 
der wisserigen Phase des Hefesaftes mit der atherischen, in der das 
Naphthylamin gelést ist. Fiir eine Abfangung aus vitaler Garung 
kommt sie so wenig in Betracht wie zur Identifizierung der nach anderen 
Verfahren eventuell abgefangenen Brenztraubensaure. Auch bei der 
zellfreien Garung mu8 man das an und fiir sich feststehende Ergebnis 
in seiner Bedeutung fiir die Erkenntnis des vitalen Zuckerabbaues 
insofern vorsichtiger bewerten, als die fiir diese Reaktion nétigen Be- 
dingungen immerhin weitgehender von normalen Bedingungen ab- 
weichen. 


Eine véllig gesicherte biologische Abfangung bzw. analytische 
Erfassung der Brenztraubensaure liegt also noch nicht vor. Bei der grund- 
legenden Bedeutung dieses Kérpers nicht nur fiir die alkoholische und 
andere Garungen, sondern auch fiir die Synthese von EiweiBbausteinen ® 
schien es der Miihe wert, Wege zu seiner Abfangung zu suchen. 


Die Untersuchungen wurden aus persénlichen Griinden Marz 1928 
vorlaufig abgeschlossen und nicht publiziert. Da aber inzwischen neue 
Angaben zu der Frage gemacht sind’, schienen mir nun unsere, wenn 
auch negativen Ergebnisse, als Bausteine zur Frage, der Publikation 


1 Uber das Vorkommen von Brenztraubensaure bei der Garung anderer 
Mikroorganismen siehe 8. 54. 

2 A. Fernbach und M. Schén, C. R. 157, 1478, 1913; 158, 1719, 
1914; 170, 764, 1920. 

3’ J. Kerb, Ber. d. d. chem. Ges. 52, 1795, 1919. 

4 M.v.Grab, diese Zeitschr. 128, 69, 1921. 

5 Cagan, Zeitschr. f. angew. Chem. 82, 951, 1926. 

6 C. Neuberg, Oppenheimers Handb. 2, 442 bis 454, 1925; C. Neuberg 
und M. Kobel, |. c. 

7 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 
287, 1928. 
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wert. An der Bearbeitung des Methodischen war Herr Ingenieur 
W. Hamscha beteiligt. 


Als Abfangmittel bei lebender Hefe kamen fiir alle abzufangenden 
Produkte der Giarkette die bekannten Carbonylreagenzien in Betracht, 
soweit sie mehr oder minder ungiftig und in Wasser nicht zu schwer ldéslich 
sind, also Sulfite, Saurehydrazide und als Aldehydabfangmittel das Di- 
methyldihydroresorzin. Einen besonderen Vorzug haben jene Kérper, 
die mit den Zuckern der Nahrlésung nicht oder doch wesentlich langsamer 
reagieren, wie mit den abzufangenden Produkten. 


Mit all den genannten K6rpern ist es gelungen, Acetaldehyd abzufangen. 
Die erste Abfangung dieser Art gelang Neuberg, Farber und Reinfurth! mit 
sekundaren Sulfiten; sie erhielten 70 bis 80% des theoretisch méglichen 
Acetaldehyds und daneben die aquivalente Menge Glycerin, so da8B das 
Verfahren zur Glycerinerzeugung technisch verwendet wurde?. In einer 
Reihe weiterer Arbeiten konnten dann Newberg und seine Mitarbeiter 
die Abfangung des Acetaldehyds mit anderen Agenzien durchfiihren. 
So mit Dimethyldihydroresorzin? und mit von Neuberg und Reinfurth' 
empfohlenen Saéurehydraziden, wie Semicarbazid und Thiosemicarbazid ‘ 
in Ausbeuten von 9 bis 15%. Inzwischen haben Klein®, Bodnar® wie 
die Mitarbeiter Neubergs’ nach den geschilderten Methoden bei den héheren 
und niederen Pflanzen sowie im tierischen Organismus Acetaldehyd gesucht 
und in betrachtlichen Mengen gefunden, so daB heute die zentrale Stellung 
des Acetaldehyds in der Atmungskette niemand bezweifeln wird. 


In der vorliegenden Arbeit wurden ‘die Hydrazide von Benzoe- 
siure und Phenylessigsiure mit gleichem Erfolg verwendet. 


Als diese Arbeit schon abgeschlossen war, erschien eine Mitteilung 
von Kostytschew®, daB es ihm gelungen sei, Brenztraubensaure ab- 
zufangen. Die nahere Kritik und Widerlegung dieser Arbeit sei erst 
im Zusammenhange mit den eigenen Versuchen gegeben, um Wieder- 
holungen zu vermeiden (s. 8S. 59). 


Zum Chemismus der Brenztraubensiurederivate. 


Von Abkémmlingen der Carboxylgruppe kamen nur einige Salze als 
Identifizierungsméglichkeiten in Betracht, in erster Linie das Zinksalz’. 

1 Neuberg und Fdrber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Newberg und 
E. Retnfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 92, 234, 1918; Ber. d. chem. Ges. 
52, 1677, 1919; M. Kobel und A. T'ychowski, diese Zeitschr. 199, 218, 1928. 

2 W. Counstein und K. Liidecke, Ber. d. d. chem. Ges. 52, 1385, 1919. 

8’ C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281, 1920. 

4 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 188, 211, 1927. 

5 G. Klein, Naturwissenschaften 18, 21, 1925; G. Klein und K. Pirschle, 
diese Zeitschr. 168, 340, 1926. 

&° J. Bodnar, L. Szepessy und J. Ferenczy, ebendaselbst 165, 16, 1925. 

7 C. Neuberg und Mitarbeiter, ebendaselbst 112, 1920. 

5 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 
287, 1928. 

® Berzelius, Ann. d. Phys. 36, 11, 1900. 
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Bei seiner Darstellung mu8 groBe Vorsicht angewendet werden, da es, wie 
alle Salze der Brenztraubensaure, in dem Moment nicht mehr zum Kristalli- 
sieren zu bringen ist, wo es nur auf kurze Zeit der Warme des Wasserbades 
ausgesetzt war. Durch Digestion einer Brenztraubensdéurelésung mit 
Zinkoxyd und Einengen der filtrierten Lésung im Vakuumexsikkator 
bei gewohnlicher Temperatur lieB es sich kristallisiert in reiner Form er- 
halten. Von den iibrigen Salzen hat noch das Calciumsalz'! einige Bedeutung 
zur Trennung der Brenztraubensaéure von daneben vorhandener Milchsaure ?: 
beim Eintragen einer zum Sirup eingeengten Lésung des Calciumsalzes in 
absoluten Alkohol fallt das brenztraubensaure Calcium aus und kann durch 
Filtration von dem Salz der Milchsaure, das in der Lésung bleibt, getrennt 
werden. Andere Carboxylderivate haben in diesem Zusammenhang keine 
Bedeutung. 


Dagegen muBten die Carbonylderivate genau gesichtet werden. Das 
einfachste Derivat dieser Art, die Bisulfitverbindung*, entsteht leicht 
und zerfallt leicht unter enzymatischem Einflu8; wohl ware das Calcium- 
oder Natriumsulfit ein durch seine relative Ungiftigkeit begimstigtes Ab- 
fangmittel; Neuberg und Reinfurth* konnten jedoch zeigen, daB die Bisulfit- 
verbindung von Hefe besonders glatt zu Acetaldehydbisulfit weiter ver- 
arbeitet wird. Doch gewahrt auch diese Verbindung eine Méglichkeit, 
Brenztraubenséure von Milchséure und Fettséuren zu trennen®, indem 
man zuerst die viel® bisulfithaltige, schwach saure Lésung der Fettsaéuren 
oder der Milchséure auséthert und danach durch starkeres Ansfiuern und 
Vertreiben des Schwefeldioxyds die Ketoséure in den Ather iiberfiihrt. 


Die Oximinopropionséure’, das) Oxim der Brenztraubenséure, ist zur 
Identifizierung nicht besonders gut geeignet, infolge seiner Léslichkeits- 
verhaltnisse schwer rein zu erhalten und zur Abfangung kommt das Hydr- 
oxylamin wegen seiner Zersetzlichkeit und seiner giftigen Wirkung nicht 
in Betracht. 


Letzteres gilt ebenso von den einfachen Hydrazinen, wie Pheny]- 
hydrazin und seinen Substitutionsderivaten. Zu Zwecken der Identifizierung 
sind die Verbindungen dieser Kérper mit der Brenztraubensaéure hervor- 
ragend geeignet, um so mehr, als festgestellt wurde, daB alle spater zu 
besprechenden Séurehydrazone sich leicht, rasch und mehr oder weniger 
quantitativ in diese Produkte umlagern, eine Erscheinung, die nach Ab- 
schluB dieses Teiles der Arbeit ahnlich von Neuberg und Kobel* fiir das 
Disemicarbazon des Methylglyoxals festgestellt worden war. Das Pheny!- 
hydrazon der Brenztraubenséure® ist ein gelber, kristallisierter Kérper, 


1 Brezina, Monatsh. 6, 471, 1885. 

2 Jowanowitsch, ebendaselbst 6, 441, 1885. 

3 OC. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1909; 92, 
234, 1910. 

4 Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst 106, 281, 1920. 

5 Embden und Oppenheimer, ebendaselbst 55, 340, 1913. 

® Czapski, ebendaselbst 71, 167, 1915. 

* V. Meyer und Ziiblin, Ber. d. chem. Ges. 11, 694, 1878; V. Meyer 
und Janny, ebendaselbst 15, 1527, 1882. 

8 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 191, 472, 1927. 

® E. Fischer und Jourdan, Ber. d. d. chem. Ges. 16, 2241, 1883. 
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der sich in Alkohol und Aceton sehr leicht!, in Eisessig leicht, in Ather 
und Benzo] schwer und in Chloroform und Wasser fast gar nicht lést, sich 
aus Alkohol umkristallisieren ]48t und im Mikroschmelzpunktsapparat 
nach Klein? bei 194° (in der Literatur 196°) schmilzt. Der Schmelzpunkt 
liegt dem des Phenylglucosazons (205 bis 206°) sehr nahe, so daB, da auch 
die Analysenzahlen fiir beide Kérper gleich sind, ohne Bestimmung des 
Mischschmelzpunktes leicht Irrtiimer entstehen kénnen. Besonders typisch 
ist aber die Kristallform des Phenylhydrazons?: Es schieBt in auBerst 
langen, griinlichgelben SpieBen an, die sich zu einem mikroskopischen 
Nachweis, verbunden mit der Schmelzpunktsbestimmung, hervorragend 
eignen. Auch die erwéhnten Umlagerungen lassen sich leicht unter dem 
Mikroskop durchfiihren, wie unten am Beispiel des Phenylhydrazons 
gezeigt werden soll. Fiir die makroskopische Fallung und Identifizierung 
eignet sich noch viel besser das p-Nitrophenylhydrazon*, das schon von 
mehreren Seiten zur quantitativen Bestimmung der Brenztraubenséure 
herangezogen wurde‘. Durch seinen Schmelzpunkt von 227° differiert es 
gegeniiber dem des p-Nitrophenylglucosazons (257°) hinreichend, um Ver- 
wechslungen auszuschlieBen: Es ist ein dunkler Kristallniederschlag, 
der locker beim Vermischen der Brenztraubenséure mit einer schwach 
(10%) essigsauren oder einer gesattigten alkoholischen Lésung von 
p-Nitrophenylhydrazin binnen weniger Minuten ausfallt. Die Anwen- 
dung einer 30% igen essigsauren Reagenzlésung verzégert das Ausfallen 
des Hydrazons und bewirkt ein duBerst langsames Kristallisieren 
in kompakten Drusen. Léslich ist das Brenztraubenséure -p -nitro- 
phenylhydrazon in Alkohol, Essigester und LEisessig, fast unldéslich 
in Wasser, Aceton, ‘Chloroform, Benzol,'Ather und Petrolather. In 
10%iger Natriumcarbonatlésung und in verdiinntem Ammoniak lést 
es sich beim gelinden Erwérmen und 14B8t sich so vom Di-p-nitro- 
phenylhydrazon des Methylglyoxals trennen*; in starken Laugen lést 
es sich mit rotbrauner Farbe. Es 1é6t sich ebenso leicht wie das Pheny!l- 
hydrazon aus den Saéurehydrazonen durch Umlagerung mit alkoholischer 
Reagenzlésung gewinnen, 


Wahrend die bisher genannten Hydrazone nicht fiir die Abfangung 
in Betracht kamen, zeigten einige der Saurehydrazide die fiir die Abfang- 
mittel denkbar giinstigsten Eigenschaften. Wir setzten groBe Hoffnungen 
auf die Produkte des Benzhydrazids und des Phenylessighydrazids. 
Da diese K6rper in der chemischen Literatur noch nicht auftreten, 
seien sie naher beschrieben. 


1 In dieser und den folgenden Léslichkeitsangaben heiBbt ,,sehr leicht 
léslich‘‘: 1 Teil Substanz lést sich in weniger als 100 Teilen kaltem Lésungs- 
mittel, ,,leicht léslich“‘ ungefahr in 100 Teilen, ,,léslich“* in 100 bis 500 Teilen, 
»schwer léslich“ in 500 bis 1000 Teilen und ,,(fast) unléslich*‘ in mehr als 
1000 Teilen Lésungsmittel. 

2 G@. Klein, Preglfestschrift, Mikrochemie 7, 1929. 

3 C, Neuberg, diese Zeitschr. 36, 62, 68, 1911; 88, 244, 1917; 186, 
70, 1927. 

4 H. D. Dakin und H.W. Dudley, Journ. of biol. chem. 15, 127, 
1913. 
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Das Benzhydrazon der Brenztraubensiure. 


Das erste Reagens, das Benzhydrazid C,H;—CO.NH,NH, 
ist von Curtius! und seinem Schiiler Struwe? auf mehreren Wegen 
dargestellt und sein Reaktionsvermégen studiert worden. Es reagiert 
rasch mit Carbonylgruppen, wie die zahlreichen von Struwe dargestellten 
Derivate zeigen; von diesen interessiert hier eines besonders, namlich 
das Brenztraubensdureesterhydrazon, das einen leicht in Alkohol und 
Chloroform, schwer in Ather und Wasser léslichen Kérper darstellt. 
Durch Oxydation mit Jod oder durch Erhitzen im Rohr gehen das 
Benzhydrazid, wie seine meisten Derivate, in das symmetrische Di- 
benzoylhydrazin tiber, das bei 233° schmilzt. Auf die in diesem Falle 
wohl vorhandene, aber nicht so scharf wie bei den anderen Saure- 
hydraziden ausgeprigte Tendenz zur Bildung von Diacylhydraziden 
fiihrt Wolff? die Zersetzlichkeit des von ihm in alkoholischer Lésung 
dargestellten Glucosebenzhydrazons bei Beriihrung mit Wasser zuriick ; 
er stiitzt seine Ansicht auf das Verhalten des Benzolsulfohydrazids 
und seiner Abkémmlinge, die sich leicht in demselben Sinne umlagern ; 
wir werden eine derartige Umlagerungstendenz spiter noch bei einigen 
ahnlichen Derivaten finden. 


Eine Verbindung der freien Brenztraubensaure mit Benzhydrazid 
war bisher noch nicht beschrieben; doch zeigte schon ein erster 
orientierender Versuch, da8 sich ein derartiger Kérper leicht zu bilden 
vermag. Das Reagens wurde nach der Vorschrift von Struwe durch 
achtstiindiges Kochen einer Mischung von 1 Mol Benzoesaureathyl- 
ester und 114 Mol Hydrazinhydrat dargestellt und zur Reinigung 
zweimal aus heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert 
und nach dem Absaugen mit Ather gewaschen. Es zeigte nach dem 
Trocknen den Schmelzpunkt von 112°. 


Zur Darstellung des Brenztraubensdure-benzoylhydrazons wurde 
eine verdiinnte Lésung von Brenztraubensaiure mit einer 3°,igen 
Lésung des Reagens in maBiger Warme (etwa 50 bis 60°) versetzt und 
nach dem Erkalten filtriert. Zur Reinigung wurde es aus heiBem Wasser 
unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert und in farblosen Blattchen 
vom Schmelzpunkt 92° erhalten. Leicht léslich ist es in Chloroform, 
Tetrachlorkchlenstoff, heiBem Benzoesaureester, Nitrobenzol, Toluol 
und Alkohol, léslich in heiSem Wasser, Aceton, Essigester und in kaltem 
Alkohol, schwer léslich in Wasser, Aceton und Essigester, unldéslich 
in Ather, Petrolither und Benzol. Mit Alkali bildet es wasserlésliche 


1 Curtius, Ber. d. d. chem. Ges. 28, 3023, 1890. 
2 Struwe, J. pr. 50, 295, 1894. 
3 Wolff, Ber. d. d. chem. Ges. 28, 161, 1895. 
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Salze, so daB es sich alkalimetrisch bestimmen laBt. Analyse und 
Titration ergaben folgende Werte: 


1. 0,1214g verbrauchten 40,88 ccm n/70 Lauge. 
2. 0,0949 g verbrauchten 31,35ccm n/70 Lauge. 
Molekulargewicht C,,H,,0,N,. Ber.: 231,1; 
gef.: 235,7, 233,1. 
1. 9,585 mg ergaben bei 21° und 744mm 1,037 cem N. 
2. 5,230 mg ergaben 9,810 mg CO, und 2,420 mg H,O. 
Ber.: C 51,48%; gef.: C 51,17%. 
Ber.: H 5,62%; gef.: H 5,18%. 
Ber.: N 12,02%; gef.: N 12,30%. 


Daraus ergibt sich fiir die exsikkatortrockene Substanz die 
Formel: C,)H,,0,N, + 114 H,O. 

Aus wasserigen Lésungen, auch wenn diese groBe Kolloidmengen 
gelést enthalten, 14Bt es sich durch Chloroform extrahieren und aus 
dieser Lésung mit Petrolather fallen. Beim Behandeln seiner wiasserigen 
Lésung mit alkoholischer p-Nitrophenylhydrazinlésung lagert es sich 
rasch um und scheidet auch neben der zehnfachen Menge Glucose 
reines Brenztraubensaure-p-nitrophenylhydrazon in der Kalte ab. Es 
wurde hier wie bei den Versuchen mit Phenylessigsiurehydrazon 
alkoholisches Reagens verwendet, weil orientierende Versuche er- 
gaben, daB diese Form des Reagens auch bei der Umlagerung am besten 
wirkt und rasch eine lockere, fast quantitative Fallung (90°, der be- 
rechneten Menge) erméglicht. Mit 10°, iger essigsaurer Lésung fallt 
das Umlagerungsprodukt langsamer aber kompakter, wahrend 30°, 
essigsaures Reagens auch nach langem Stehen eine Umlagerung nicht 
bewirkt, da kein Niederschlag fallt. 


Versuche, Salze des Brenztraubensdiure-benzhydrazons  dar- 
zustellen, sind nicht gelungen. 


Das Benzhydrazon des Acetaldehyds, das auch leicht beim Zu- 
sammentreffen von Benzhydrazid mit Acetaldehyd entsteht und sich 
auch in Garkulturen bilden miiBte, stellt einen in zarten Blattchen 
kristallisierten, bei 157° schmelzenden Kérper dar, der in Wasser sehr 
leicht léslich ist und schon bei langerem Kochen einer wasserigen 
Lésung sich unter Aldehydabspaltung zersetzt. Rascher und quantitativ 
erfolgt diese Zersetzung beim Kochen der wasserigen Lésung mit 
Phthalsiureanhydrid nach Neubergs Vorschrift!; diese kann, wie schon 
Neuberg und Kobel? gefunden haben, einfach ausgefiihrt werden, wenn 
man sie mit dem Gargut direkt vornimmt, zweckmafig in der zur 


1 OC, Neuberg und W. Neimann, Ber. d. d. chem. Ges. 35, 2049, 1902. 
2 Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 188, 213, 1927. 
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Aldehydbestimmung vorgesehenen Apparatur!, indem eine Stunde im 
gelinden Sieden erhalten und dann durch starkeres Erhitzen die letzten 
Aldehydreste iibergetrieben wurden; das Brenztraubensiure-benz- 
hydrazon gab bei dieser Behandlung fast keinen Aldehyd. 


Bei der Spaltung mit Phthalsiureanhydrid ergaben 0,2302 g 
Substanz einen Verbrauch von 27,52cem n/10 Natriumbisulfit ent- 
sprechend 0,0605 g Aldehyd ; berechnet 0,0639 g, also 94,82 °,, der Theorie. 
2.2390 g Brenztraubensiurebenzhydrazon verbrauchten trotz einer 
Kochdauer von 3 Stunden nur 0,43 cem n/10 Bisulfit, entsprechend 
0,0019 g Acetaldehyd oder 0,4 °,, der der vorhandenen Brenztraubensaure 
entsprechenden Menge; daraus geht hervor, da auch groBe Brenz- 
traubensiuremengen die Aldehydbestimmung aus dem Benzhydrazon 
nach Neuberg nicht stéren. 

In verdiinnter wisseriger Lisung geben weder Methylglyoxal 
noch Milchsiurealdehyd eine Fallung mit Benzhydrazid; aus einer 
Lésung von Dioxyaceton fallt dagegen ein kristallisierter Kérper vom 
Schmelzpunkt 248° aus. 

Aus dem bisher Gesagten ergibt sich, daB8 Benzhydrazid auf Grund 
seiner chemischen Eigenschaften sehr wohl als Anfangmittel in Betracht 
kommt. Gegeniiber dem gleich zu besprechenden Phenylessigsiure- 
hydrazid hat es den Vorteil, daB es viel weniger Tendenz zur Umlagerung 
in ein Diazylhydrazin zeigt, wie jenes. Zur Identifizierung eignet es 
sich dagegen weniger, da die Produkte doch betrachtlich wasserléslich 
sind und ihre Reinigung nicht immer leicht fallt. Hierzu werden sie 
besser in die p-Nitrophenylhydrazinderivate tibergefiihrt. 


Die Derivate des Phenylessigsiurehydrazids. 


Als zweites Reagens dieser Art sollte das Hydrazid der Phenyl- 
essigsiiure?, das sich nach derselben Vorschrift wie das Benzhydrazid 
darstellen 14Bt, untersucht werden. Es reagiert wie dieses rasch mit 
einer Reihe von Carbonylverbindungen. Sehr wesentlich unterscheidet 
es sich vom Benzhydrazid dadurch, daB es schon unter sehr gelinden 
Bedingungen, wie langeres Erwarmen auf dem Wasserbad, in ein Diazyl- 
produkt: C,H,;.CH,.CO.NH.NH.CO.CH, .C,H, iibergeht, das 
bei 236 bis 237° schmilzt und in den meisten Lésungsmitteln schwer 
bis unléslich ist. Durch seinen hohen Schmelzpunkt unterscheidet es 


1G. Klein und K. Pirschle, diese Zeitschr. 168, 340, 1925. 

2 Nach den ersten orientierenden YVersuchen wurden diese K6érper 
neben anderen Derivaten dieses Hydrazids in ihrem chemischen Verhalten 
von R. Seka und P. Heilperim untersucht (P. Heilperim, Diss., Wien 1928). 
Die Angaben dieser Arbeit iiber das Phenylessigsiurehydrazid und seine 
Brenztraubensaureverbindung sind im folgenden ergainzt und erweitert. 
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sich leicht von den Phenylessigsiurehydrazonen der untersuchten 
K6rper, von denen es sich infolge seiner geringen Léslichkeit auch leicht 
trennen laBt. Dieser Kérper bildet sich auch aus verschiedenen Pheny]- 
essigsdurehydrazonen bei langerem Erhitzen. 

Das Phenylessigsaurehydrazon der Brenztraubensaure fallt beim 
Zusammenbringen der nicht zu verdiinnten Lésungen der Ausgangs- 
korper kristallisiert aus ; es schmilzt bei 170 bis 172° und ist in Chloroform, 
Essigester und Eisessig sehr leicht, in Wasser und Alkohol leicht und 
in Benzol und Ather schwer léslich. Fiir das letztgenannte Solvens 
wurde die Léslichkeit bei Zimmertemperatur genau ermittelt und in 
zwei Bestimmungen gefunden, da 49 ccm Ather 0,042 g, und 10 cem 
0,011 g lésen; dies entspricht einer Léslichkeit von einem Teile Hydrazon 
in 855 bzw. 854 Teilen Ather. Aus seiner schwach sauren wisserigen 
Lésung 1aBt sich der Kérper mit Essigester und Chloroform quantitativ 
extrahieren; aus Hefewasser ist die Ausschiittelungsméglichkeit be- 
grenzt; eine Lésung von weniger als 0,1 °,, des Hydrazons, das iibrigens 
im Hefewasser leichter léslich ist als in reinem Wasser, verliert nur 
einen sehr geringen Teil des Hydrazons an die zweite Phase. Eine 
1% ige Lésung dagegen gibt beim ersten kurzen Ausschiitteln an das 
gleiche Volumen Chloroform 28 °,, an Essigester 30 °;, des Hydrazons ab; 
das Extrahieren der Lésung im Extraktionsapparat wird dadurch 
erschwert, daB die lange Erwairmung der Chloroformlésung bereits 
eine betrachtliche Umlagerung in das Diacylprodukt bewirkt. Diese 
Reaktion tritt auch beim Versuch den Kérper zu sublimieren ein. 
Durch Einwirkung von Siuren wird der Kérper gespalten und auch das 
alkoholische p-Nitrophenylhydrazinreagens bewirkt binnen 5 Minuten 
Umlagerung in das Nitrophenylhydrazon. Wird mit starker Mineral- 
sdure, besonders in der Warme aufgespalten, so treten Verluste ein. 
So wurde eine 0,1 %,ige Lésung des Hydrazons in n/10 Salzsaure nach 
verschieden langer Zeit mit dem Reagens versetzt, und es ergab sich, 
daB beim Zusetzen nach einer Minute Erwirmen 75°, nach 3 bis 
5 Minuten ungefahr 50 bis 55%, nach 10 Minuten 45°, und nach 
20 Minuten nur 30°, der als Phenylhydrazon zugesetzten Brenztrauben- 
siure als p-Nitrophenylhydrazon greifbar waren. Zu ahnlichen Er- 
gebnissen kommt man auch beim Erhitzen reiner salzsaurer Brenz- 
traubensiurelésungen. Uber die Auswahl zwischen alkoholischem 
und essigsaurem Reagens gilt das beim Benzhydrazon Gesagte. Mikro- 
chemisch ]48t sich der Kérper in das Phenylhydrazon umlagern: abt 
man eine Probe des Hydrazons mit einem Tropfen Salzsiure auf dem 
Objekttrager stehen, gibt dann einen Tropfen 20 °%,iger Natriumacetat- 
lésung und einen Tropfen Phenylhydrazinreagens nach EL. Fischer zu, 
so bilden sich nach 5 bis 10 Minuten in der feuchten Kammer die charak- 
teristischen Nadeln des Brenztraubensiure-phenylhydrazons. 
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Das Brenztraubensiure-phenylessigsiurehydrazon 1laBt sich auch 
maf analytisch bestimmen; iiber seine Salzbildung fiihrten die Versuche 
zu keinem eindeutigen Ergebnis. Es scheint jedoch ein in Nadeln 
kristallisierendes Zinksalz zu geben. 

Das Acetaldehyd-phenylessighydrazon entsteht leicht aus den 
nicht zu verdiinnten Lésungen der Komponenten; es schmilzt bei 145 
bis 146°, nachdem es iiber 118° in Form von Nadelbiischeln auf das 
Deckglas sublimiert ist. Mit Phthalsiureanhydrid wird es quantitativ 
gespalten, wahrend auch hier das Brenztraubensiureprodukt nur 
minimale Aldehydmengen abgibt. 


Aus all dem Gesagten ergibt sich, daB rein chemisch das Phenyl- 
essigsiurehydrazid infolge seiner starken Neigung zur Umlagerung 
in das entsprechende Diacylprodukt als Abfangmittel weniger empfehlens- 
wert erscheint. 


Von anderen Carbonylderivaten kommt nur noch jene Gruppe in 
Betracht, die sich von den Kohlensaurederivaten Semicarbazid und 
Thiosemicarbazid ableiten laBt. Diese Kérper haben durch die Arbeiten 
von Neuberg' und Kostytschew? fiir die Zwischenproduktforschung 
Bedeutung erlangt®. Das Semicarbazon ist ein kristallisierter K6érper 
vom Schmelzpunkt 216°, der sich sehr leicht in Alkohol und Eisessig, 
sowie in heibem Wasser list, weniger in kaltem Wasser und fast un- 
léslich in Ather, Aceton und Essigester ist. Es zeigt dieselbe Um- 
lagerungsfahigkeit, wie die vorher beschriebenen Siaurehydrazone. 
Eine dieser aihnliche Umlagerungstendenz haben Neuberg und Kobel* 
vor kurzem festgestellt, und man kann sich leicht davon iiberzeugen, 
da8 schon durch kiirzeres Erhitzen einer neutralen Semicarbazidlésung 
die bei 256 bis 257° schmelzenden Kristalle des Hydrazidcarbonamids 
erhalten werden, die infolge der Gleichheit der Schmelzpunkte leicht 
mit dem Methylglyoxaldisemicarbazon verwechselt werden kénnen. 


Den Acetaldehyd aber, den man, wie Newberg und Kobel zeigten, 
mit Semi- und Thio-semicarbazid reichlich abfangen kann, hat Kostyt- 
schew vollig tibersehen. 

Mit dem Thiosemicarbazon wurden im Verlauf dieser Arbeit keine 
Versuche durchgefiihrt. 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 188, 211, 1927. 

2 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 
124, 128, 1927. 

3 Auf die erst jiingst eingefiihrten Abfangmittel des Carbaminsaure- 
hydrazid und Thiocarbaminséurehydrazid wurde schon hingewiesen. 
C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 188, 211, 1927; M. Kobel und 
A. Tychowski, ebendaselbst, 199, 218, 1928 (siehe 8S. 44, Anm. 1). 

4 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 191, 472, 1927. 


4* 
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Als weitere Reaktionen der Brenztraubenséure spielen noch zwei 
Farbenreaktionen eine Rolle; die erste ist die Indigobildung! aus Brenz- 
traubenséure und o-Nitrobenzaldehyd. Diese Reaktion ist, verbunden 
mit der Ausschiittelung des gebildeten Indigo mit Ather oder Chloroform, 
infolge ihrer raschen Durchfiihrbarkeit und Empfindlichkeit fiir eine rasche 
Bestimmung, die die quantitative Menge der Brenztraubenséure in reiner 
Lésung ermitteln soll, als colorimetrische Methode sehr gut brauchbar. 
Auch Benzhydrazon und Phenylessighydrazon der Brenztraubensaure 
lassen sich auf diese Weise bestimmen derart, daB man die Lésung des 
Hydrazons mit einem Tropfen konzentrierter Salzsiure 3 Minuten auf dem 
Wasserbade erwirmt, dann einige Kristalle o-Nitrobenzaldehyd zufiigt, 
abkiihlt, mit Ather oder Chloroform versetzt, mit 20° iger Lauge alkalisch 
macht und umschiittelt; die Empfindlichkeit dieser Reaktion erreicht 
bzw. tibertrifft die der Phenylhydrazonbildung; noch in 0,002 °% iger Lésung 
von Brenztraubenséure verliuft sie beim Ausschiitteln mit Ather positiv. 
Diese Ausschiittelung mit Ather ist nur bei kleinsten Mengen brauchbar, 
da Indigo nur sehr wenig in Ather léslich ist. Bei gréBeren Mengen ver- 
wendet man besser Chloroform; ohne Ausschiittelung ist die Empfindlich- 
keitsgrenze 0,1°, Brenztraubensdéure. Fiir die Bestimmung der Brenz- 
traubenséure aus Kulturgemischen ist diese Reaktion deshalb nicht 
brauchbar, da Acetaldehyd', besonders schén, wenn man ihn aus einem 
seiner Hydrazone in Freiheit setzt, die Reaktion ebenso gibt. Immerhin 
14Bt sich mit Hilfe dieser Reaktion unter Umstianden in reiner Lésung 
Brenztraubensaéure bestimmen. 


Eine zweite Farbenreaktion ist die von den franzésischen Forschern 
gern benutzte Reaktion von Simon? mit Nitroprussidnatrium und Alkali, 
verbunden mit der Umfarbung durch Essigsiture und Ammoniak. 
Gegen diese Reaktion ist vor allem einzuwenden, daB eine groBe Anzahl 
von Substenzen, wie aliphatische Aldehyde und andere mehr, Fiar- 
bungen mit Nitroprussidnatrium geben, so daf’ man aus Farbton und 
Umschlag nie etwas Sicheres sagen kann, da meist Mischfarben ent- 
stehen. Die Empfindlichkeit dieser Reaktion ist geringer als die der 
vorigen: sie hat ihre Grenze in einer 0,1 °,igen Brenztraubensaure- 
lésung. 


Die entsprechende Reaktion des Acetaldehyds mit Nitroprussid- 
natrium und Piperidin® 1a8t sich gut dazu verwenden, Acetaldehyd in 
den bei der quantitativen Bestimmung erhaltenen Destillaten nach 
der Titration zu identifizieren. 


Die von Fernbach und Schoen‘ gelegentlich als quantitative Methode 
verwendete Bildung von Jodoform aus Brenztraubenséure und alkali- 
scher Jodlésung ist duBerst unzuverlaflich, da bekanntermaBen Alkohol, 
Aceton und Acetaldehyd ahnlich reagieren. 


A. Baeyer und V. Drewsen, Ber. d. d. chem. Ges. 15, 2856, 1882. 
Simon, C.r. 125, 534, 1897. 

Rimini, Zeitschr. f. anal. Chem. 48, 517, 1904. 

A. Fernbach und M. Schoen, |. c. 
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Zur Methodik. 


In ihrem chemischen Verhalten schienen nach dem im vorigen 
Abschnitt Gesagten die Kondensationsprodukte der Brenztraubensaure 
mit den Hydraziden der Phenylessigsiure und der Benzoesiure zur 
Verwendung als Abfangmittel geeignet, besonders der letztgenannte 
Kérper. Schwierigkeiten bereitete in diesem Zusammenhang nur seine 
Gewinnung, Reindarstellung und Identifizierung aus dem Hefegiargut. 
Ausschiittelungsverfahren, wie sie bei den Versuchen mit reinen Lésungen 
mit Erfolg angewendet worden waren, erwiesen sich hier als langwierig 
und infolge des groBen Verbrauchs an Extraktionsmitteln unédkonomisch, 
da eine Extraktion im Extraktionsapparat umgangen werden mubBte, 
weil infolge des andauernden Erhitzens teilweiser Zerfall der gesuchten 
Koérper drohte. Andererseits war ein Auskristallisieren dieser Koérper 
aus dem eingeengten Gargut bei den zu erwartenden kleinen Mengen 
kaum zu erhoffen, da die Léslichkeit der Substanzen eine betrachtliche 
ist. Deshalb wurde ein Weg beschritten, der schon im vorigen Abschnitt 
als sehr gangbar geschildert wurde, namlich die Umlagerung der Saure- 
hydrazone in das weitaus schwerer liésliche und leicht zu reinigende 
p-Nitrophenylhydrazon der Brenztraubensiure. Wohl sind auch bei 
diesem Verfahren, wie der Modellversuch lehrt, groBe Verluste in Kauf 
zu nehmen. Es lassen sich nur 20 bis 25°, der als Benzhydrazon zu- 
gesetzten Brenztraubensdiure nach dem Filtrieren, und Einengen als 
p-Nitrophenylhydrazon wiedergewinnen, doch tiberwiegt der Vorteil, 
daB das aus dem Reaktionsgemisch abgeschiedene Produkt schon recht 
einheitlich ist und leicht gereinigt werden kann. Ein Modellversuch 
mége dies belegen: 

Ungefihr 4g Trockenhefe wurden in 100cem Wasser auf- 
geschwemmt, aufgekocht und 1 g Brenztraubensiurebenzhydrazon in 
dieser Hefeaufschwemmung gelést. Nach dem Erkalten wurde durch 
ein Hartfilter filtriert —- aus dem Riickstand lieBen sich 0,1 g des 
Benzhydrazons zuriickgewinnen — das klare Filtrat wurde dann im 
Vakuum bei 40 bis 50° eingeengt auf ungefahr 15 ccm, mit einem Uber- 
schuB von alkoholischer p-Nitrophenylhydrazinlésung versetzt, mit 
zwei Tropfen Essigsiure angesiuert und die ausgefallenen Kristalle 
filtriert. Es wurden 0,212 g Brenztraubensaure-p-nitrophenylhydrazon 
erhalten, das sind 20°, der zugesetzten Brenztraubensiuremenge oder 
unter Beriicksichtigung der riickgewonnenen Menge 23°,. Der so 
erhaltene Kérper schmolz bei 215°, gereinigt und getrocknet bei 220°. 
Der Mischschmelzpunkt mit synthetischem Brenztraubensaure-p- 
nitrophenylhydrazon zeigte keine Depression. 

Der groBe Substanzverlust bei dieser Darstellung ist wohl am 
ehesten dadurch zu erkliren, daB die von der Hefe ausgeschiedenen 
bzw. aus toter Hefe ausgetretenen Kolloidmassen das zugegebene 
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Produkt festhalten und der Umlagerung entziehen. Da aber die Ver- 
suche in reinen Lésungen ergeben hatten, daB auch groBe Zucker- 
mengen diese Darstellung der Brenztraubensiure nicht hindern, schien 
die geschilderte Methode fiir die kommenden Versuche brauchbar. 

Zu diesen Versuchen wurden dreierlei Heferassen verwendet: 


1. Eine Spiritushefe der Firma Wolfrum A. G., die uns in Rein- 
kulturen in fliissigem Nahrboden zukam (Hefe I). 


2. Eine ,,.Wachstumshefe‘‘ derselben Firma, die in Reinkulturen 
und in fiir den Verkauf vorbereiteten PreBhefeziegeln zur Verwendung 
gelangte (Hefe 11). 

3. Reine Pilsnerhefe der Brauerei Zipf (Hefe ITI). 

Alle drei Heferassen waren so weit rein — die fliissigen Kulturen 
von Wolfrum waren absolute Reinkulturen —, daB bei den verwendeten 
groben Impfmengen ein Aufkommen anderer Organismen nicht  be- 
fiirchtet werden brauchte. Diese Zuversicht erwies sich auch durch den 
weiteren Verlauf‘als durchaus gerechtfertigt. Mit Ausnahme von drei 
Fallen war nie das Aufkommen einer anderen Organismenform neben 
der Hefe zu beobachten. 

Auf die Reinheit der Kulturen mute besonderes Gewicht gelegt 
werden, da eine ganze Reihe von Mikroorganismen angegeben werden, 
die leicht Brenztraubensiiure und Methylglyoxal zu bilden scheinen 
und von denen einige sehr allgemein verbreitet sind. 

In diesem Zusammenhang sei nur an eine Reihe von Arbeiten erinnert, 
die sich mit diesem Thema befassen: so‘ behaupten Fernbach? und Kayser®, 
bei nahe Verwandten der Hefe, Aubel* bei Bacillus coli, Beijerinck® bei 
Bacillus fluorescens, pyocyaneus und anderen mehr, Quastel® und andere 
bei weiteren Organismen Brenztraubensaéurebildung in betrichtlichen Mengen 
festgestellt zu haben; auf Methylglyoxal schlieBen Fernbach’, Aubel®, 
Toenissen und Fischer®. 

Deutlich tritt zutage, daB eine Infektion der Kulturen ein ganz 
falsches Bild vortaéuschen kann, wobei die Annahme nicht unberechtigt 
erscheint, daB Hefe die von anderen Organismen tatsichlich erzeugte 
Brenztraubensaure weiter verarbeiten kénnte. Auf die Gefahr einer 


1 Fir die Uberlassung des Hefematerials sind wir den Firmen sehr 
zu Dank verpflichtet. 

2 A. Fernbach und M. Schoen, |. c. 

3’ EB. Kayser, Annales de la brasserie et de la distillerie 23, 305, 1925. 

4 E. Aubel, Annales de physiologie et de physiochimie biolog. 73, 1926. 

5 W. Beijerinck und T. Folpmers, zitiert nach Beijerinck, ges. Schriften 
5, 217. 

® Quastel, Biochem. Journ. 19, 641, 1925. 

* A. Fernbach C.r. 151, 1004, 1910. 

5’ E. Aubel, These de Paris 1921. 

® E. Toenissen und W. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 254, 1926. 
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Tauschung infolge Infektion der Kultur sei aber deshalb ausdriicklich 
hingewiesen, weil ein Teil der Literatur! iiber Hefegirung tiber dieses 
Thema stillschweigend hinweggeht, ebenso wie iiber die Frage, in 
welchem Zustand sich die Hefe nach den Versuchen befand. Aus diesem 
Zustand kann man doch mit aller Vorsicht einen SchluB ziehen, ob 
die Versuchsanstellung fiir die Hefe als vitale Bedingungen gelten 
kann oder nicht; schon die mikroskopische Priifung bietet hierfiir 
einige Anhaltspunkte, da sie die relative Zahl der Sprossungsstadien 
und den auBeren Habitus der Zellen erkennen |aéBt; sehr rasch lassen 
sich tote von lebenden Hefezellen dadurch unterscheiden, daB nur die 
ersteren von einer verdiinnten Methylenblaulésung angefarbt werden; 
unter dem Mikroskop lassen sich dann leicht die toten Zellen neben 
den lebenden unterscheiden und ihre verhaltnismaBige Anzahl — in 
guten Kulturen betragt sie ungefahr 15 °,, — feststellen; weiter laBt sich 
die Lebenstitigkeit der Hefezellen in der Weise beurteilen, daB man 
eine Probe der fraglichen Kultur im Garkélbchen priift. 

Die Nahrlésung, die bei den zu besprechenden Versuchen zur 
Kultur Ger Hefe verwendet wurde, war, wenn nicht ausdriicklich anders 
betont, fiir die Hefen I und III folgende: 

100 g Rohrzucker, 
10g Ammonsulfat, 
3g Kaliumphosphat, sauer, 
3g Magnesiumsulfat, 
Spur Eisensulfat, ‘ 
1000 ccm destilliertes Wasser. 

Fiir Hefe II wurde eine Salz- und vor allem ammonreichere Nahr- 
lésung verwendet, da diese den von der Fabrik mitgeteilten Kultur- 
bedingungen dieser Rasse besser entsprach; sie war wie folgt zusammen- 
gesetzt: 

100g Rohrzucker, 
30 g Ammonsulfat, 
30 g Kaliumphosphat, sauer, 
10 g Magnesiumsulfat, 
Spur Eisensulfat, 
1000 cem destilliertes Wasser. 

Bei Wiederholung fremder Versuche wurden selbstverstandlich 

die Kulturbedingungen den Angaben des entsprechenden Autors 


gemaB gehalten. 


1 DaB bei Fernbach und Schoen (1. c.) kaum eine wirkliche Hefenwirkung 
fir die Entstehung von Brenztraubensaure verantwortlich ist, folgt wohl 
schon daraus, daB der aus Zucker zunichst gebildete Weingeist von den 
Erregern wieder aufgezehrt wurde. 
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Vor dem Eingehen in die eigentlichen Versuche muBte nur noch 
eine Frage geklart werden: ob naimlich die zu erwartenden Konden- 
sationsprodukte auch gegen den enzymatischen Apparat der Hefe 
resistent sind. Zu diesem Zwecke wurden analog den Modellversuchen 
zu je 100ccm Nahrlésung | g Brenztraubensiurehydrazon zugesetzt, 
mit je 3 g Hefe III beimpft und 3 Tage im Thermostaten bei 30 bis 34° 
giren gelassen. Die Aufarbeitung erfolgte wie in den Modellversuchen. 
Die Ausbeuten waren ihnlich wie in diesen: 18 bis 25°; die Schmelz- 
punkte der Rohkérper schwankten zwischen 212 und 220°. 


Versuche und Ergebnisse. 

Nach Beendigung dieser Vorarbeiten konnte die eigentliche Unter- 
suchung aufgenommen werden; im Verlauf dieser sollten drei Fragen 
studiert werden: 

1. Inwieweit lassen sich Zwischenprodukte mit Hilfe der studierten 
Korper als Anfangmittel aus der normalen Girung festhalten ? 


2. Gelingt es durch Variation der Versuchsbedingungen, eine Ab- 


fangung zu erméglichen ? 

3. Gelingt es, Garungszwischenprodukte mittels der genannten 
Kérper aus der Garung von Hefepriparaten zu isolieren ? 

Im Zusammenhang mit der ersten Frage wurden die jiingst ver- 
6ffentlichten Versuche von Kostutschew! wiederholt, im AnschluB an 
die zweite wurden nochmals die Versuche von Fernbach und Schoen? 
iiber die Brentraubensaurebildung bei Gegenwart von Calciumcarbonat 
iiberpriift. 

I. 


Da eine ins einzelne gehende Darstellung der Versuche sehr lang- 
wierig ware, seien Versuchsanstellung und Ergebnisse in Zusammen- 
hang gebracht, um so mehr als die Versuche zu einem vollig einheitlichen 
Resultat fiihrten. 


Die Versuchsanstellung war derart, daB je 1 Liter der sterilisierten 
Nahrlésung mit je 30g abgepreBter feuchter Hefemasse beimpft und 
im Verlauf von 3 bis 4 Stunden eine Lésung bzw. Aufschwemmung 
des betreffenden Abfangmittels in sterilem Wasser portionenweise 
zugefiigt wurde; das Semicarbazid wurde hierzu als Chlorhydrat aus- 
gewogen und die Lésung genau neutralisiert. Die Kulturen wurden 
im allgemeinen 3 bis 5 Tage im Thermostaten bei 30 bis 34° zur Garung 
angesetzt. Alle versuchten Heferassen arbeiteten bei dieser Versuchs- 





1 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, |. c. 168, 128, 1927. 
2 A. Fernbach und M. Schoen, |. c.; Ann. de la brasserie et de la 
distiellerie 17, 241, 1914; C. r. de la soc. biol. 86, 23, 1922; 89, 475, 1923. 
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anstellung sehr gut. Zur Beimpfung wurde eine so groBe Hefemenge 
aus zwei Griinden verwendet: wie Versuche gezeigt haben, brauchen 
die mit kleinen Mengen (3 bis 5 g pro Liter) beimpften Kulturen sehr lange, 
bis sie den gebotenen Zucker verbraucht haben, und es ist bei dem jeweils 
geringen Umsatz unwahrscheinlicher, einen Bruchteil als Zwischen- 
produkt zu erhalten. Auch gestaltete sich die Aufarbeitung solcher 
noch zuckerhaltiger Kulturen umstandlich und verlustreich, da sich 
beim Einengen groBe Mengen Sirup bildeten, die andere Stoffe zuriick- 
halten muBten und auBerdem sehr schwer zu entfernen waren; die 
Fallung der Zucker durch Kupfer-Kalk-Fallung nach Hirsch-Kauffmann! 
konnte in diesem Falle nicht angewendet werden, da erstens nach den 
Erfahrungen von Laufberger? Brenztraubensiure mit angegriffen wird 
und zweitens nach anderen Erfahrungen sich die Methodé bei grofen 
Zuckermengen nicht recht bewaihren konnte. Auch durch mehrfache 
Fallung mit Alkohol und Aceton konnte der Zucker nur schwer entfernt 
werden. Ein zweiter Grund fiir die Verwendung gréBerer Mengen zum 
Impfen lag darin, daB ein Aufkommen fremder Keime — ein absolut 
steriles Arbeiten lie® sich bei der Filtration der Vorratskulturen nicht 
erreichen — fast unméglich gemacht ist, wenn von Anfang an relativ 
grobe Mengen Hefe in der Kultur vorhanden sind. 

Zu der Kultur der Hefe II sei noch bemerkt, da entsprechend 
den in der Fabrik eingehaltenen Zuchtbedingungen die Kulturen dieser 
Rasse geliiftet wurden; dies geschah in der Weise, daB ein schwacher 
Sauerstoffstrom durch die Kultur perlen gelassen wurde. 

Nach dem Abbrechen jedes Versuches wurde der Zustand der 
Hefe nach den drei im methodischen Teil angegebenen Verfahren 
bestimmt ; dann wurde einmal rasch aufgekocht, um die Hefe abzutéten, 
und durch Filtration durch ein doppeltes Filter das Gargut geklart; 
ein Zusatz von Tierkohle oder Carbonraffin férdert die Klarung auBer- 
ordentlich. Vom Filtrat wurden 50cem zur Aldehydbestimmung 
weggenommen, in etlichen Fallen auch eine Probe, um darin nach 
Milchsaure zu suchen; der Rest wurde im Vakuum bei 40 bis 50° ein- 
geengt und im Konzentrat (80 bis 100ccm) der Nachweis der Drei- 
kohlenstoffkérper mit p-Nitrophenylhydrazin — _ bei alkalischen 
Kulturen nach vorherigem Ansduern mit Essigsaure — versucht. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie waren folgende: das Abfang- 
mittel wurde von allen untersuchten Hefen in der gebotenen Konzen- 
tration sehr gut vertragen; Sprossungsfahigkeit, Form und Garvermégen 
sowie die relative Anzahl toter Zellen waren die gleichen wie in den 
Kontrollen. Die Aldehydbestimmungen zeigten, dab die gebotenen 


1 H. Hirsch-Kauffmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. 
2 Laujberger, diese Zeitschr. 181, 230, 1927. 
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Kérper als Aldehydabfangmittel wirken und Acetaldehyd in Aus- 
beuten festhalten, die den von Newberg und Kobel bei dem einen mit 
Semicarbazid durchgefiihrten Versuch! voéllig entsprechen, aber etwas 
geringer sind, als die von diesen Autoren mit Thiose micarbazid erhaltenen, 
wie folgende Auswahl einiger typischer Versuche zeigt. 





Jodwert Aldehyd mg/50ccm | Aldehyd g/100 g 

Abfangmittel PR = np ongunennrer der Kultur Zucker 
Benzhydrazid...... 27,30 60,0 1,20 
ey pe ae 24,53 54,0 1.08 
Phenylessighydrazid . . . 20,84 44,9 0,90 
ey 14,53 31,0 0,62 
Semicarbazid ...... 34,59 76,1 1,52 
Pet Sas ah a ng Oa 35,60 78,3 1,57 


Die Priifung auf eventuell gebildete Milchsiure verlief in allen 
Proben negativ ; es konnten keine Spuren dieser Saiure gefunden werden, 
auch nicht mit dem mikrochemischen Nachweis als Zink- bzw. Cobaltsalz. 


Ebenso verlief die Priifung auf abgefangene Dreikohlenstoffkorper 
voéllig negativ. Es fiel auch nach weitestgehenden Einengungen mit 
p-Nitrophenylhydrazin kein Niederschlag; die Acetaldehydprodukte der 
Saurehydrazide spalten sich beim langeren Erwirmen langsam auf. 
In den wenigen Fallen, wo ein gelbroter Niederschlag ausfiel, stellte 
er sich bei naherer Untersuchung als Acetaldehydprodukt vom Schmelz- 
punkt 128° oder als tiberschiissiges Reagens vom Schmelzpunkt 158° 
heraus. In einem einzigen Falle lieB sich ein héher schmelzender Kérper 
isolieren, der sich bei naherer Untersuchung als Glucose-p-nitro- 
phenylosazon vom Schmelzpunkt 257° erwies?. 


Im AnschluB an diese Versuche wurde nach dem Erscheinen der 
Arbeit von Kostytschew und Soldatenkov? unter deren Bedingungen, 
das heiBt in nahrsalzfreier Lésung, unter Anwendung von Semicarbazid 
als Abfangsmittel (daneben wurde auch unser Benzhydrazid verwendet) 
eine Festlegung der Dreikohlenstoffketten versucht. In diesen Versuchen 
ergab sich folgendes: Die Hefe erwies sich unter den Bedingungen 
der russischen Autoren als deutlich geschidigt. Fast keine Sprossungs- 
stadien, kleine Zellen, von denen der gréBte Teil (durchschnittlich 80 °,) 
mit Methylenblau farbbar, also abgestorben war und noch merkbares, 
aber sehr schwaches Girungsvermégen zeigten eine weitgehende 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 188, 211, 1927. 

2 Die auf dem Filter verbliebenen Riickstaénde wurden mit kochendem 
Wasser extrahiert und in dieser Lésung auch nach den gesuchten Produkten 
gefahndet; der Erfolg war auch hier negativ. 

3 S. Kostytschew und S. Soldatenkov, |. c. 168, 124, 128, 1927. 
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Schadigung an. Dementsprechend war auch die Zuckermenge bei 
Versuchsabbruch noch nicht vergoren und die Aldehydausbeuten, 
wie das Beispiel zeigt, wesentlich geringer. 





Abfangmittel Jodwert be g! ager aia 
Semicarbazid ...... 21,34 47,0 0,94 
Benzhydrazid...... 13,95 30,7 0,61 


Der erwartete Nachweis von Dreikohlenstoffkérpern lieB sich nicht 
fiihren; diese Versuche blieben auch véllig negativ. DaB nicht einmal 
das Hydrazidcarbonamid gefunden wurde, erklart sich aus dem gegen 
Kostytschew verbesserten Aufarbeitungsgang ; die Filtration des Gargutes 
wurde namlich nicht in der Hitze durchgefiihrt, und bei ¢inmaligem 
Aufkochen bilden sich, wie Versuche zeigten, nicht geniigend Mengen 
des Kérpers, so da8 gar nichts ausfallt; im Filterriickstand findet sich 
dagegen kein freies Semicarbazid mehr, so da8 bei Auskochen von 
diesem keine Méglichkeit zur Bildung des genannten Kérpers gegeben 
erscheint ; doch lieB sich auch aus dem Riickstand weder Brenztrauben- 
siure, noch Methylglyoxal darstellen. So miissen wir den Resultaten 
von Neuberg und Kobel! vollstandig beipflichten, dab Kostytschew 
bei seinen Untersuchungen durch das Hydrazodicarboamid irregefihrt 
wurde und keine richtigen Elementaranalysen durchgefiihrt hat; zu 
ganz demselben negativen Ergebnis ist auch Lebedew gelangt?. 


Il. 


Da also eine Abfangung von Dreikohlenstoffkérpern im normalen 
Garverlauf nicht méglich war, sollte versucht werden, die Gar- 
bedingungen zu modifizieren, um vielleicht auf diesem Wege zu positiven 
Ergebnissen zu gelangen. Eine solche Anderung der Bedingungen 
wurde in drei Richtungen in Aussicht genommen. Als erste kam eine 
Anderung des Sauregrades der Kulturen in Betracht: es schien in den 
Versuchsanstellungen Fernbachs wohl die Méglichkeit zu liegen, eine 
Abfangung von der Brenztraubensiure zu erleichtern, da das Optimum 
der ketosdiurespaltenden Fermente in saurem Bereich liegt und das 
isolierte Ferment, wie die Untersuchungen von Hdgglund* zeigen, im 
alkalischen Bereich nicht wirksam ist. Daraus folgt ja noch keineswegs, 
daB bei lebender Hefe die Carboxylasewirkung durch Verschiebung des 


1 C, Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 191, 472, 1928. 

2 A. Lebedew, ebendaselbst 200, 151, 1928. 

3 E. Hdgglund und T. Rosenquist, diese Zeitschr. 180, 61, 1927; 181, 
296, 1927; Hdgglund und Ringborn, ebendaselbst 187, 157, 1927. 
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pu in den alkalischen Bereich sistiert werden kénnte. Dies widerspriache 
ja auch den experimentellen Ergebnissen Neubergs, dessen dritte Ver- 
garungsform trotz alkalischer Reaktion tiber die Stufe der Dreierketten 
hinauslauft. Es ware jedech wohl denkbar, daB die Reaktion des 
AuBenmediums so weit auf den inneren Apparat der Hefe EinfluB 
nehmen kénnte, daB eine Schwachung der Carboxylase gegeniiber 
dem zuckerspaltenden Ferment eintreten kénnte. 


Eine zweite Méglichkeit, die Bedingungen zu_ verschieben, 
besteht darin, die Temperatur, bei der man die Girung ablaufen 
1aBt, zu variieren. Freilich war hier die Aussicht auf Erfolg 
infolge der besonderen Resistenz der Carboxylase gegen AuBeneinfliisse 
gering. 


Dieses Bedenken hat auch der dritte Weg, das Medium zu andern, 
gegen sich, nimlich der Zusatz von narkotisch wirkenden Agenzien. 
Ein Carboxylasepraparat ist gegen Narkotica und starke Gifte wider- 
standsfahiger als die Zymase; dies braucht aber nicht auf die lebende 
Zelle iibertragen zu werden. Kénnte doch die starkere Schadigung 
der fester an die EiweiBstrukturen gebundenen Zymase auf die leichte 
Fallbarkeit jener Stoffe zuriickzufiihren sein. Dies fiele bei der leicht 
zu isolierenden Carboxylase weg. AuBerdem ist es durchaus méglich, 
daB der Zusatz von narkotisch wirkenden Substanzen, wie schon bei 
der Besprechung der Arbeiten, di> sich mit der Vergirbarkeit der 
Brenztraubensture befassen, erwahnt wurde, auf die Permeabilitats- 
verhialtnisse der Zelle in einem fiir das Eindringen der Abfangsmittel 
giinstigen Sinne einwirken kénnte. 


Die Versuche, durch Anderung des Sauregrades Brenztrauben- 
siureanhaufung bzw. Abfangung zu erzielen, finden ihren Anschlu8 
an die Untersuchungen Fernbachs, die bei dieser Gelegenheit nochmals 
iiberpriift wurden. Alle diese Versuche ergaben jedoch, gleichgiiltig, 
ob mit oder ohne Zusatz eines Abfangmittels gearbeitet wurde, das 
gleiche negative Resultat; nur ein einziger Versuch, genau nach Fern- 
bachs Vorschrift (ohne Abfangmittel), lie} nach der Fernbach-Schoen- 
schen Methode der Aufarbeitung eine Menge von 0,08g Brenztrauben- 
siure in Substanz rein darstellen und durch den Schmekpunkt ihres 
Phenyl- und p-Nitrophenylhydrazons sowie Stickstoffbestimmung des 
letzteren eindeutig identifizieren. 





Stickstoff 








| Misch: 
Schmelzpunkt 
chmelzpw | schmelzpunkt ore guundee 
Phenylhydrazon .. . 194° 190—192° — — 
p-Nitrophenylh ydrazon 219—220° 220° 18,83 % 13,57 % 
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Allein dieser Ansatz war nach der bakteriologischen Priifung 
durch nicht naher bestimmte Bakterien verunreinigt, und in der Tat 
gelang es auch bei mehrfacher Wiederholung nicht, Brenztraubensaure 
darzustellen. Aus jenem scheinbar positiven, aber nicht einwandfreien 
Versuch lieB sich auch eine kleine Menge Milchsaure isolieren und mikro- 
chemisch charakterisieren. Sonst ergab diese Versuchsserie keine 
zu erwahnenden Ergebnisse. 


Die Versuche iiber den EinfluB der Temperaturabstufung unter- 
schieden sich in keiner Weise in ihren Ergebnissen von den unter I. 
geschilderten. Sie waren in 5 bis 7 Tagen ausgelaufen und hatten ihren 
Zucker verbraucht; die Hefe war intakt und die Aldehydmenge die 
gleiche, wie bei den ersten Versuchen, so daB nicht weiter darauf ein- 
gegangen werden braucht. 


Auch die Narkoseversuche gaben kein prinzipiell neues Bild; 
zur Verwendung gelangten als Zusitze Cyankalium, Phenylurethan 
und Toluol. Kleine Mengen Cyankali (n/500) und Phenylurethan 
(0,1 °,,), wie sie nach anderen Versuchen die Assimilation véllig hemmen 
und die Atmung auf fast die Halfte herabsetzen, hatten auf die Gar- 
tatigkeit kaum einen Einflu8 ; bei Blausiurezusatz ergab sich eine geringe 
Verziégerung des Angiirens und eine merkbare Schadigung der Hefe; 
die Anzahl] der mit Methylenblau farbbaren Zellen stieg auf tiber 50°). 
In der Aldehydausbeute war ein Unterschied nicht merkbar. Dreikohlen- 
stoffkérper konnten auch hier nicht isoliert werden. Ebensowenig 
gelang dies bei Kulturen rait gréBerem Zusatz narkotisch wirkender 
Stoffe. Eine Anfangung von Dreikohlenstoffkérpern gelang auch bei 
groBen Mengen der Narkotica nicht. Die Géarungsintensitét wurde 
durch diese stark herabgesetzt und die Hefe weitgehend geschadigt. 
Auffallend war, daB die Spannung zwischen den Aldehydausbeuten 
mit Benzhydrazid und mit Semicarbazid eine wesentlich groBere war, 
als bei den gewéhnlichen Versuchen. Uber die Aldehydausbeute bei 
diesen Versuchen gibt die folgende Ubersicht an einigen Beispielen 
AufschluB. 





Zusatz Abfangmittel Jodwert ae. git nee 7 
Phenylurethan 0,1°) . Semicarbazid 35,86 78,90 1,58 
Cyankalium n/500 . . Benzhydrazid 24,08 53,0 1,16 

: n/50.. . P 6,30 139 | 028 

‘ See. Semicarbazid 21,88 48,1 0,96 
Toluol (durch Schiitteln 

gesittigt) ..... Benzhydrazid 3,56 7,8 0,16 

ae eee Semicarbazid 8,50 18,7 0,41 
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Dibenzhydrazon. 


Der Kérper kristallisiert in Nadeln, die nach dem Trocknen den 
Schmelzpunkt 185° aufwiesen. In heiSem Athyl- und Butylalkohol 
lést er sich und kristallisiert in seidigen Nadeln aus. In siedendem 
Wasser lést er sich auch, konnte aber nicht zum Kristallisieren gebracht 
werden; in Ather und Chloroform list er sich nicht. Mit dem p-Nitro- 
phenylreagens trat keine Umlagerung ein. 


Analysen: 1. 4,637 mg Subst. ergaben 8,860 mg CO, und 2,60 mg H,0O. 
2. 4,415 ,, ss aa 8,440 ,, CO, ,, 2,41 ,, H,O. 
3. 4,363 ,, ae pis bei 20° und 752 mm 0,462 cem N. 
Cy5H.2.0,N,. 2% H,O (M = 459,2). 
Ber.: C 52,27%; H 5,93%; N 12,21%; 
gef.: C 52,13%; H 6.27%; N 12,20%; 
C 52,15%; H 6,10%. 


Die Analysen entsprechen am ehesten der Formel eines Hexose- 
di-benzhydrazons, das 214 Mol. Kristallwasser, sehr fest gebunden, 
enthilt; dafiir, daB eine einheitliche Substanz vorlag, sprach die Uber- 
einstimmung der beiden C—-H-Bestimmungen um so mehr, als die Ana- 
lyse 1 von einer aus Butylalkohol, Analyse 2 von einer aus Athylalkohol 
umkristallisierten Fraktion dieses Kérpers stammt, die jeweils im 
Hochvakuum bei 70 bis 80° getrocknet worden waren. 

Semicarbazon. 


Der Koérper kristallisierte aus seiner wisserigen Lésung in wohl 
ausgebildeten, wiirfeligen und prismatischen Formen, die bei 170° 
unter teilweiser Zersetzung schmelzen. In Alkohol und Ather ist er 
unléslich, aus Wasser lie er sich umkristallisieren. Mit p-Nitrophenyl- 
hydrazin lagert er sich nicht um. Im Schwefelsiureexsikkator getrock- 
nete Substanz lieferte folgende Analysenwerte : 


Analyse: 1. 5,325 mg Subst. ergaben 6,060 mg CO, und 3,340 mg H,0O. 

2. 4,973 ,, Us Pa bei 21° und 746mm 0,677 ccm N. 
C,H,,0,N; (M = 273,2). Ber.: C 30,75%; H 7,01%; N 15,41%; 
gef.: C 31,75%; H 7,01%; N 15,52%. 

Im Hochvakuum bei 80° getrocknet, zerfielen die Kristalle zu einem 

weiBen Pulver, das folgende Analysenzahlen gab: 

Analyse: 1. 5,170 mg Subst. ergaben 6,720 mg CO, und 3,080 mg H,0O. 

2. 2,445 ,, = = bei 22° und 746mm 0,381 ccm N. 
C,H,,;0,;N, (M = 237,1). Ber.: C 35,38°%; H 6,379; N 17,70%; 
gef.: C 35,46%; H 667%; N 17,70%. 


Aus diesen Analysenwerten ergibt sich, dab ein Hexose-semi- 
carbazon vorlag, das mit zwei Molekiilen Kristallwasser kristallisierte, 





die 


W: 


mé 
Zu 
De 
p- 


jec 








Jen 
hol 
em 
cht 


ro- 


way ~ 


r- 
a 
iol 
im 





eee ee 


SY deen ais ame ees 


PT RORTE NOPE tEAM REN 5 pan 


mes 


| 
é 


Brenztraubenséurenachweis bei der Hefegéarung. 63 


die es bei scharfem Trocknen verlor, aber an der Luft, z. B. auf der 
Waage, sehr rasch wieder anzog. 


Diese beiden Kérper lieBen sich auch aus den Ansitzen mit Hefe- 
mazerationssatz in ziemlich groBer Menge isolieren; 60 bis 70°, des 
zugegebenen Abfangmittels hatten sich mit der Glucose zu diesen 
Derivaten verbunden. Im Filtrat von diesen Kérpern wurde mit 
p-Nitrophenylhydrazin nach Dreikohlenstoffkérpern gesucht ; es konnten 
jedoch bis jetzt keine Derivate von solchen festgestellt werden. 


Ill. 

Bei der Giarung mit Hefesaft wurde von Grab!, wie erwahnt, 
mittels der Débnerschen Reaktion Brenztraubensaure festgestellt, und 
diese Versuche wurden von anderer Seite bestatigt. Es lag nahe, auch 
mit unserem Abfangsmittel Versuche mit Hefesaft anzusetzen; der 
dazu erforderliche Hefesaft wurde nach der Vorschrift von Hdgglund 
(l.c.) durch Mazeration von 30g Trockenhefe mit 90cem 0,3 mol. 
Dinatriumphosphatlésung (unter Zusatz von 4ccm Toluol) bei 34° 
dargestellt und durch mehrfaches Filtrieren geklart. Je 15 ccm dieses 
Saftes kamen fiir einen Garansatz zur Verwendung; dazu wurden 
4.5 g Glucose in 75 ccm Wasser gelést, so daB die wirkliche Trauben- 
zuckerkonzentration im Versuc’: 5°,, betrug; vom Abfangmittel wurden 
Mengen von 2 bis 3g je Versuch angewendet. Nach Zusatz von je 
2 cem Toluol kamen die Versuche in den Thermostaten (34°) und blieben 
so lange darin, bis eine Kontrollkultur angegoren war; dies war meist 
nach 12 bis 14 Stunden der Fall. Die Aufarbeitung gestaltete sich ebenso 
wie bei den Versuchen mit frischer Hefe. Dabei fiel auf, daB schon 
beim Einengen, sicher aber, wenn die eingeengte Lésung tiber Nacht 
kiihl gestanden hatte, ein kristallinischer Niederschlag auftrat; dieser 
bestand bei den Versuchen mit Semicarbazid aus groBen, wasserklaren 
Kristallen, bei den Versuchen mit Benzhydrazid aus weifen, nadeligen 
Aggregaten; diese Kérper, die sich regelmaBig in allen Versuchen 
dieser Reihe bildeten, wurden filtriert, umkristallisiert und naher 
untersucht. Es ergab sich, daf in beiden Fallen Hydrazone eines ein- 
fachen Zuckers vorliegen muBten. 


Zusammenfassung. 

Im Verlaufe dieser Arbeit, bei der iiber 200 Versuche mit drei 
verschiedenen, reinen Heferassen durchgefiihrt wurden, haben sich die 
neu verwendeten Abfangmittel Benzhydrazid und Phenylessigsdure- 
hydrazid als gut geeignet zur Festlegung des Acetaldehyds erwiesen; 


1 M. v. Grab, 1. ¢. 
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aber in keinem Falle gelang es, trotz vielfacher Anderung der Bedingungen, 
auch nur Spuren eines Dreikohlenstoffkérpers, weder Methylglyoxal, noch 
Brenztraubensaure, zu greifen. Dies steht in vélligem Einklang mit 
den Ergebnissen von Neuberg und Kobel. 

Gleich diesen Autoren erhielten auch wir bei der Wiederholung 
der diesbeziiglichen Versuche von Kostytschew eindeutig negative 
Resultate. 


So sehr auch alle indirekten Befunde das intermediire Auftreten 
der Brenztraubensaure fordern, ist es bis heute nicht gelungen, in 
eindeutiger Weise Brenztraubensaure selbst im Garproze8 aufzufinden. 
Ein selektives Differenzieren der Teilenzyme, wie es Neuberg und Kobel 
fiir den Nachweis des Methylglyoxals gelang, wird auch hier einmal 
zum Erfolg fiihren. 
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Uber eine neue Aminosiure aus Himoglobin. 


Von 
Sigmund Friinkel und Gabriele Monasterio (Genua). 
(Aus dem Laboratorium de~ Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1929.) 


Wir haben 1 kg Oxyhamoglobin zwei Jahre lang mit Trypsin 
verdaut und in dem Verdauungsprodukt eine Aminosaiure gefunden, 
welche bis jetzt unbekannt war. 

Wir verweisen auf die zahlreichen Arbeiten aus diesem Institut, 
welche in dieser Zeitschrift erschienen sind und den Einflu8 prolongierter 
Trypsinverdauung auf EiweiB behandeln'. Bei der Aufarbeitung 
dieser Verdauungsprodukte hat es sich herausgestellt. daB die Trennung 
der Aminosauren sich recht einfach gestaltet und man gar nicht zu den 
komplizierten Fallungsmethoden und Trennungsmethoden, welche in 
der alteren und neueren EiweiBchemie bei der Aufarbeitung der Hydro- 
lyseprodukte zur Verwendung kamen, greifen muB. Wir sind folgender- 
maBen vorgegangen: 

Wir stellten nach den bekannten Verfahren aus Pferdeblut 1 kg 
Oxyhimoglobin dar. Dieses wurde in 12 Litern 0,8 °,iger Sodalésung 
verteilt, vorerst 5g Trypsin (Pankreatin) zugesetzt und das ganze mit 
reichlich Chloroform und Toluol beschickt und auf der Schiittel- 
maschine stundenlang kriaftig durchgeschiittelt. Die Verdauung wurde 
im Thermostaten bei 37° waihrend der ganzen Zeit durchgefiihrt, mit 
der kurzen Unterbrechung wihrend der Sommerferien, in welcher 
Zeit die Temperatur auf die Zimmertemperatur absank. Wahrend 
der Verdauungszeit wurde des 6fteren neues Ferment zugesetzt, hin- 
gegen erwies sich ein Zusatz von Soda als iiberfliissig, denn die Reaktion 


1 §. Frankel uad EL. Feldsberg, diese Zeitschr. 120, 218, 1921; S. Frankel 
und Paul Jellinek, ebendaselbst 180, 592, 1922; S. Frdnkel und K. Gallia, 
ebendaselbst 184, 308, 1922; S. Frankel, H. Gallia, A. Liebster, S. Rosen, 
ebendaselbst 145, 225, 1923; S. Frankel und M. Friedmann, ebendaselbst 
182, 234, 1927; S. Frankel und Hermann Prinz, ebendaselbst 188, 90, 
1927; G. Monasterio, ebendaselbst 212, 71, 1929. 
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war standig alkalisch. Nach zwei Jahren wurde der Versuch abgebrochen 
und aufgearbeitet. Die Fliissigkeit wurde abfiltriert und im Scheide- 
trichter von Chloroform und Toluol getrennt. Die Fliissigkeit wurde, 
um sie von dem gelésten Anteil Chloroform und Toluol zu_ befreien, 
des éfteren mit Ather ausgeschiittelt und schlieBlich der in der wisserigen 
Flissigkeit geliste Ather mit einem Luftstrom verjagt. Die alkalische 
Lésung der Verdauungsprodukte sauerten wir mit Essigsiure an, 
bis sich ein roter Niederschlag abschied, der ein Produkt der Spaltung 
des Hamins darstellt, den wir Tryptoporphyrin genannt haben!. Nach 
Abfiltrieren des Tryptoporphyrins wurde das blanke Filtrat bis zur 
Kristallisation eingeengt. Von diesen Kristallen wurde abgesaugt 
und das Filtrat neuerlich bis zum Beginn einer neuen Kristallisation 
im Vakuum konzentriert. Die Kristallisation lieBen wir zu Ende gehen 
bei etwa 0°, saugten dann die Kristallmassen von der Mutterlauge 
scharf ab und dialysierten die sirupdicke Mutterlauge im ,,Frigidaire‘‘ 
bei +- 1° gegen destilliertes Wasser unter haufigem Wechseln des letzteren, 
bis die AuBenfliissigkeit keine saure Reaktion mehr zeigte. Das Dialysat 
wurde im Vakuum konzentriert, aber es trat keine Kristallisation 
ein, obwohl wir einen stark xonzentrierten Sirup vor uns hatten, daher 
wurde dieser Sirup mit einem groBen Uberschu8 von Methylalxohol 
versetzt, bis keine Fallung mehr eintrat. Am Boden setzte sich ein 
dicker Sirup ab, iiber dem eine klare, wenig gefiirbte methylalkoholische 
Lésung stand. Die letztere wurde abdekantiert und der Sirup noch 
mehrfach mit Methylalkohol gewaschen. Alle methylalkoholischen 
Lésungen wurden vereinigt und im Vakuum bis zur _beginnenden 
Kristallisation konzentriert. Es scheiden sich dann reiche Mengen 
von Kristallen ab, welche von einem braunen Sirup durchsetzt sind. 
Diese Abscheidung wurde von der Mutterlauge getrennt und die 
Kristalle mitsamt dem braunen Sirup in siedendem Wasser gelist. 
Es erfolgte beim Abkihlen eine reichliche Kristallisation, die Kristalle 
wurden abgenutscht, mit eiskaltem destillierten Wasser gewaschen 
und wieder bei Gegenwart von wenig Tierkohle aus siedendem Wasser 
umkristallisiert. Die nun erhaltenen ganz weifen Kristalle wurden 
noch einmal aus Wasser umkristallisiert. Unter dem Mikroskop erwies 
sich diese Substanz als mikrokristallin. Mit dem Polarisationsmikroskop 
untersucht, zeigte sie Doppelbrechung. Sie zersetzt sich in der zu- 
geschmolzenen Kapillare bei 270° unter Gasentwicklung. Sie sublimiert 
zum Teil bei 165°. Das Sublimat zeigt optisch die gleichen Eigenschaften 
wie der urspriingliche Kérper. Die wasserige Lésung zeigt, mit blauem 
Lackmuspapier untersucht, saure Reaktion. Die Verbindung ist in 


1 S. Frdnkel und H. Prinz, diese Zeitschr. 188, 90, 1927; G. Monasterio, 
ebendaselbst 212, 71, 1929. 
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Wasser sehr wenig ldslich, leicht léslich in siedendem Wasser, sehr 
wenig léslich in absolutem Alkohol. Die Substanz benetzt sich schwer. 
Sie gibt keine der Fiallungsreaktionen, welche zur Untersuchung der 
EiweiBkérper, der Alkaloide und der Aminosauren benutzt werden. 

jeder Phosphorwolframsaure noch Phosphormolybdansaure, noch 
Bleiacetat, noch Jodjodkalium, noch Jodquecksilberjodkalium geben 
eine Fallung. Auch nicht, wenn man eine Mineralsiure zur Phosphor- 
wolframsiure, Phosphormolybdansaure und Jodquecksilberkalium zu- 
setzt. Pikrinsiure und Pikrolonsiure geben auch keine unlislichen 
Verbindungen. Das Millonsche Reagens fallt die Substanz nicht, 
hingegen entsteht ein weiBer Niederschlag, wenn man zu der Probe 
Kalilauge zusetzt. Die Analyse dieser Substanz gab folgende Werte: 


3,585 mg Substanz: CO, 7,266, H,O 3,089. 


3,199 ,, i CO, 6,500, H,O 2,795. 

3,652 ,, a v. 3,6064 (14°, 757 mm). 
1,873 .. - v. 1,8424 (15°, 765 ,, ). 
3.472 » a v. 2,500 (15°, 745 ,, ). 


CooH,yN,O;. Ber.: C 55,23, H 9,62, N 11,71; 
gef.: C 55,27, H 9,64, N 11,70; 
C 55,41, -c) 9,.7, N 11,73. 
N 11,82. 

Da die Verbindung ‘nach der Elementaranalyse 7 Sauerstoffe 
enthalt, haben wir vorerst versucht, die Rolle derselben aufzuklaren. 
Zu diesem Zwecke haben wir die Verbindung nach Sérensen titriert. 

0,0500 g Substanz verbrauchten nach Versetzen mit neutralem 
Formaldehyd gegen Phenolphthalein titriert 3,40 ccm n/10 Kalilauge, 
entsprechend drei Carboxylwasserstoffen. Fiir drei Carboxylgruppen 
werden berechnet 28,23°,, durch Titration gefunden 28,80°,. Es 
sind also sechs Sauerstoffe in Form von Carboxyl enthalten, daher 
list sich die Bruttoformel ©,,H,,N,O, auf in C,gH,,N,O(COOH),. 

Um die Carboxylnatur noch besser zu beweisen, haben wir den 
Ester dargestellt. Wir haben 0,5 g der Substanz in etwa 5 ccm Alkohol 
absolut suspendiert und unter Kiihlung trockenes Salzsiuregas durch 
mehrere Stunden durchlaufen lassen. Hierauf destillierten wir im 
Vakuum die Salzsiure und den Alkohol ab und die hinterbliebene 
Masse, welche keine Kristallisation zeigte, lésten wir in Wasser auf. 
Wiahrend des Durchleitens der Salzsiure hatte sich unsere Verbindung, 
welche in Alkohol unléslich war, in diesem vollstandig aufgelést. Wir 
haben die wisserige Lésung unseres Esters im evakuierten Exsikkator 
zur Kristallisation gebracht. Die Ausbeute war eine relativ kleine. Wir 
haben die Kristalle auf einer Tonplatte von der sirupésen Mutterlauge 
abgetrennt, sie wieder in absolutem Alkohol gelést und mit Ather zu fallen 
versucht, was ebenso wenig ging, wie die Darstellung einer Verbindung 
mit Pikrinsdiure oder Pikrolonsiure oder Cadmiumchlorid, daher haben 


5* 
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wir die alkoholisch-atherische Lésung verdunsten lassen, bis sich wieder 
Kristalle bildeten. Diese wurden zwischen hartem Filtrierpapier ab- 
gepreBt und im Vakuumexsikkator getrocknet. Sie zeigten einen 
scharfen Schmelzpunkt 108°. Die Stickstoffbestimmung ergab folgende 
Werte: 3,795 mg Substanz: v 24,696 mm (korr.) (12°, 744 mm). 
Berechnet fiir 
Coo Hyg N,O7(C, Hy)s . (HCl), + 3 H,O 

(also das Tetrachlorhydrat des Triithylesters) 7,34 ° N. 

Um die Natur der vier Stickstoffatome zu bestimmen, haben 
wir vorerst die van Slyke-Aminogruppenbestimmung durchgefiihrt, 
0,097 g Substanz: v 17,8 mm (10°, 741 mm) fiir die Halfte berechnet 
N 10.70%. 

0,056 g Substanz: v 10,7 mm (10°, 741mm) N 11.70%. N be- 
rechnet fiir 4 NH,-Gruppe 11,34°%, daher sind siamtliche vier 
Stickstoffatome in Form von Aminogruppen in der Verbindung ent- 
halten. 

Wir haben versucht, diese vier Aminogruppen mit Acylresten 
zu substituieren und bei dieser Gelegenheit auch eventuell die Rolle 
des siebenten Sauerstoffes zu bestimmen. Wir haben die Verbindung 
mit Essigsiureanhydrid in tiblicher Weise im Olbade gekocht und hierauf, 
da wir keine Kristallisation erzielen konnten, mit absolutem Alkohol 
das Reaktionsprodukt benandelt, um das iiberschtissige Anhydrid 
zu vernichten, aber wir erhielten keine Kristalle, sondern nach dem 
Abdampfen einen Sirup. Es ist uns nicht gelungen, diesen Sirup oder 
ein Salz desselben in analysierbare Form zu bringen. 

Wir haben daher versucht, ein Benzoylderivat herzustellen. Wir 
lésten die Substanz in reinem Pyridin auf und setzten unter Kiihlung 
Benzoylchlorid zu und gossen dann das Reaktionsprodukt in Wasser 
und trennten mit Ather. Die atherische Lisung schiittelten wir mehrfach 
mit salzsaurem Wasser, um das Pyridin zu entfernen. Nach Trocknen 
der atherischen Lésung mit gegliihtem Glaubersalz und Abdunsten 
des Athers erhielten wir einen in Wasser unléslichen, in Alkohol léslichen 
Sirup, der auf keine Weise zur Kristallisation zu bringen war. Alle 
Versuche, Salze von Metallen oder Alkaloiden (Chinin, Brucin) mit 
diesem Sirup darzustellen, gaben kein kristallisierendes Produkt. 
Also weder das Acetylprodukt, noch das Benzoylprodukt waren in 
kristallisierter Form zu erhalten. 

Wir haben versucht, um iiber das Kohlenstoffskelett dieser Amino- 
siure Aufklarung zu erhalten, die vier Aminogruppen durch Chlor 
zu ersetzen, ein Verfahren, welches sehr vielfach schon mit mehr oder 
minder grobem Erfolg verwendet wurde. (Siehe Jochem!, Emil 





1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 831, 119, 1900. 
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Fischer). Wir haben, da aller Stickstoff in Form von Aminogruppen 
vorhanden ist, vier Molekiile Natriumnitrit genommen und das Mole- 
kulargewicht desselben statt mit 69 mit 72 berechnet (siehe Hans 
Mayer, Lehrbuch der organisch-chemischen Methodik 1, 950). Wir 
haben 0.5 g Substanz in 40ccm reiner Salzsiure gelést, tropfen- 
weise unter Eiskihlung 0,3 g Natriumnitrit in wiasseriger konzen- 
trierter Lésung zugesetzt und stark geschiittelt. Nachdem die Reaktion 
beendigt war, haben wir die Fliissigkeit mit Eiswasser verdiinnt und 
dreimal mit Ather ausgezogen. Wir haben sowohl die atherische Lésung 
als auch die salzsaure wiasserige Lésung im Vakuum zur Trockne gebracht. 
Die atherische Lésung enthielt wider Erwarten nur Spuren eines Sirups, 
der zum Teil in Wasser léslich war und zum Teil nicht léslich war. 
Die wiisserige Lisung hingegen enthielt nach dem Verdampfen der 
Salzsiure sehr viel Kochsalz, von dem wir mit Athylalkohol trennten. 
Die athylalkoholische Lésung wurde bis zur Kristallisation verdampft 
und wieder mit Athylalkohol aufgenommen, und dieser Vorgang 
haufig wiederholt, bis wir das Kochsalz verloren hatten. Dann kristalli- 
sierten andere Kristalle aus der Mutterlauge, die man auf der Tonplatte 
von der Mutterlauge trennte und aus Wasser umkristallisierte. Diese 
Kristalle schmelzen unter Zersetzung bei 230°. Wir haben von diesen 
Kristallen, welche sich als chlorhaltig erwiesen, eine Chlorbestimmung 
(Mikro-Carius) und eine Stickstoffbestimmung durchgefiihrt. 

Die Substanz wurde im Vakuum iiber Schwefelsiure zur Kon- 
stanz getrocknet : 

6,814 mg Substanz, 2,420 mg AgCl, 8,78°, Chlor. 

Stickstoffbestimmung: 2,954 mg Substanz: v 27,342 mm (korr.) 
(22°, 741 mm), das ist 10,68°,, N. 

Die Relation zwischen Chlor und Stickstoff ist 3. N zu Cl, so daB 
nur eine Aminogruppe durch die Diazotierung entfernt wurde. 

Wir haben also auf diese Weise keine Aufklirung tiber das 
Kohlenstoffskelett erhalten und wollen nun auf eine aridere Weise 
der Konstitutionsbestimmung, sobald wir mehr von der Aminosiure 
in der Hand haben, naher treten. 

Wir haben versucht, auch auf eine andere Weise das stickstofffreie 
Derivat der .Tetraamino-Tricarbonsiure zu erhalten, indem wir die 
Verbindung mit salpetriger Saiure behandelten. Wir listen 0,5 g der 
Substanz in 50 ccm destilliertem Wasser und lieBen einen Strom von 
salpetriger Saure, die wir aus Natriumnitrit und verdiinnter Schwefel- 
siure entwickelten, eine Stunde lang durch die Lésung laufen. Es 
trat sofort eine heftige Reaktion mit Gasentwicklung ein. Nach einer 
Stunde konzentrierten wir die Lésung auf dem Wasserbad und hielten 
das Konzentrat im Exsikkator, wo wir am niichsten Tage keine kristalli- 
sierte Substanz, sondern ein gelbes Ol fanden. Dieses Ol ist sehr schlecht 
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wasserléslich gewesen, wir haben es mit siedendem Wasser aufgenommen 
und mit Naturkupfer eine Stunde lang gekocht. Es wurde nun die Lésung 
siedend heif filtriert und die griinlich gefarbte Fliissigkeit mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, vom Schwefelkupfer wurde filtriert und das Filtrat 
auf dem Wasserbad konzentriert. Wir erhielten einen gelben Sirup, 
den wir mit Ather behandelten. In Ather war eine Substanz un- 
léslich, die gelb und fest war. Sie wurde sehr haufig mit Ather gewaschen 
und hierauf in Wasser gelést, aber die Menge war sehr gering, so da} 
wir sie nicht analysieren konnten. Die atherische Lésung wurde konzen- 
triert. Es blieb ein gelber Sirup zuriick, den wir in Wasser lésten. 
Da wir annahmen, daf es sich um einen Salpetrigsaureester handelt, 
kochten wir mit Kali, um ihn zu verseifen. Hierauf wurde die abgekiihlte 
Lésung mit Schwefelsiure sauer gemacht und zur Vernichtung der 
salpetrigen Saure Harnstoff zugesetzt, bis keine Reaktion mehr auftrat. 
Jetzt wurde die saure Lisung dreimal mit Ather ausgeholt und die 
atherische Lésung mit gegliihtem Glaubersalz getrocknet. Nach dem 
Verdunsten des Athers blieb wieder nur ein Sirup zuriick. Daher ver- 
wandelten wir den sauren Kérper in ein Bariumsalz, indem wir die 
saure Lisung mit einer Atzbarytlésung bis zur schwach alkalischen 
Reaktion versetzten und dann durch die Lésung Kohlensaure durch- 
laufen lieBen, um den itiberschiissigen Baryt in Bariumcarbonat zu 
verwandeln. Hierauf wurde die Lésung erwarmt und von dem Nieder- 
schlag abfiltriert. Das Bariumsalz lieB sich mit Methylalkohol aus 
der konzentrierten Lésung nicht fallen, daher konzentrierten wir bis 
zur beginnenden Kristallisation und kristallisierten dann aus sehr 
wenig siedendem Wasser das auskristallisierte weiBe Bariumsalz um. 
Das Bariumsalz zeigte keinen Schmelzpunkt, es beginnt sich sehr 
unscharf bei 245° zu zersetzen. 

3,260 mg Substanz: CO, 3,850 mg, H,O 1,660 mg, BaCO, 1,695 mg. 

C,.H;,0,,Ba,. Ber.: C 35,07, H 5,04, Ba 36,50; 
gef.: C 35,37, H 5,70, Ba 36,19. 

Wir sehen also, daB alle vier Aminogruppen durch Hydroxyl- 
gruppen ersetzt sind. Jedenfalls zeigt auch dieser Versuch, dab 
wir es mit einer einheitlichen Substanz zu tun haben. In allen 
ihren Eigenschaften ist aber die von uns gefundene Substanz ver- 
schieden von der Dodekandiaminodicarbonsiure aus Casein, welche 
Sigmund Frankel und Max Friedmann gefunden haben!?. 

Die neue Aminosaure ist geschmacklos, optisch aktiv und dreht die 
Ebene des polarisierten Lichtes nach links. Sie wurde in 1,53 % 
wisseriger Lésung in einem 1-Dezimeterrohr bei 8° Zimmertemperatur 
polarisiert. Sie drehte 0,18°, daher ist aj = — 11,76°. 


1 Diese Zeitschr. 182, 434, 1927. 














ng. 


yl- 
aB 
en 
pr- 


he 


lie 


o/ 
/0 








Neue Aminosaure aus Hamoglobin. 71 


Wir fassen zusammen: In den Verdauungsprodukten von Himo- 
globin wurde nach langer Behandlung mit Trypsin eine Aminosiure 
gefunden, und zwar in dem methylalkoholischen Teil des nichtkristalli- 
sierenden dialysablen Sirups, welcher die Bruttoformel C©,.HygN,O, 
zukommt. Trotz wiederholten Umkristallisierens und Fraktionierens 
haben wir eine weitere Trennung nicht durchfiihren kénnen. Von den 
Derivaten war nur der salzsaure Athylester kristallisiert zu fassen und 
korrespondierte mit der Bruttoformel der Aminosiure. Sie erwies 
sich als eine linksdrehende Aminosaure, von deren sieben Sauerstoffen 
sechs in Form von Carboxyl enthalten sind, so da die Verbindung 
drei Carboxyle enthalt, und nach dem Ergebnis der Untersuchung 
nach van Slyke vier Aminogruppen enthalt, so daB sich die Formel 
auflésen 1aBt in 

Cy Hy; O(N Hy), (COO H)s. 


Wir haben also nach den bisherigen Resultaten vor uns eine Tetramino- 
tricarbonsiure. Wir wollen ihr vorlaufig den Trivialnamen Tetra- 
trisdure geben. 





Notiz iiber Insulin. 


Von 
Ilermann Mathis. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


Eingegangen am 6. Juli 1929.) 


Durch die Untersuchungen von Sigmund Frdnkel und Gabriele 
Monasterio! wurde der Nachweis erbracht, daB zwei hormonartige 
Substanzen — die eine aus dem Vorderlappen der Hypophyse, die 
andere aus der Leber — beide Abkémmlinge von Eiwei8kérpern sind, 
beide die Biuretreaktion zeigen und beide Atherschwefelsiuren von 
peptidartigen Verbindungen sind. Es war nun interessant zu unter- 
suchen, ob nicht das Insulin, dessen Reindarstellung bekanntlich 
noch nicht gelungen, vielleicht auch zu dieser Gruppe gehdért, jedenfalls 
war es wichtig, festzustellen, welche Bewandtnis es mit dem Schwefel 
des Insulins hat. Das kristallisierte Insulin von John Abel haben Abel, 
Rouiller, Bell und Wintersteiner? untersucht, ferner V. du Vigneaud, 


H. Jensen, O. W intersteiner®, und gefunden, da8 es 8,16 °,, Cystin enthiilt ; ’ 


wiirde man aber simtlichen Schwefel des Insulins auf Cystin rechnen, 
so miBte man 11,88°, Cystin erhalten. Es ist also wahrscheinlich, 
daB Insulin noch in einer anderen Form Schwefel enthalt als in der 
Sulfhydrylform. Um nun zu sehen, ob diese Form Schwefelsiure ist, 
wie in der Substanz aus Hypophysenvorderlappen und in der Leber- 
substanz, oder, ob die Schwefelséureform auszuschlieBen ist, haben 
wir die folgenden zwei Versuche durchgefiihrt. 


Wir haben vorerst das geléste Insulin-Priaparat der J. G. Farben- 
industrie mit verdiinnter Salzsiure angeséuert, wobei ein EiweiSkérper 


1 Diese Zeitschr. 211, 259, 264, 1929. 
2 Journ. pharm. a. exper. Therap. 31, 65, 1927. 
8 Ebendaselbst 832, 367 bis 385, 1928. 
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ausflockt, und dann Chlorbarium zugesetzt, um zu sehen, ob das Praparat 
priformierte Schwefelsiure enthalt. Dieses war nicht der Fall. Das 
gleiche wurde mit einem gelésten Insulinpriparat von Borroughs, 
Wellcome & Comp. in London gemacht. Auch dieses enthielt keine 
Schwefelsaure. 

Hierauf haben wir beide Priparate 2 Stunden lang mit 10° iger 
Salzsiure auf dem Wasserbade gekocht und der heiBen Fliissigkeit 


Chlorbarium zugesetzt. Nach eintigigem Stehen sah man _ nur 
schwimmende Flocken aber keinerlei Bariumsulfat. Der Schwefel 


im Insulin ist also nicht in Form einer Atherschwefelsiure vorhanden. 


Der Transport und die Transformation 
organisch gebundenen Pflanzenjods im ‘Tierkérper. 


Von 


G. Pfeiffer und H. Courth. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftiichen Hochschule, 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1929.) 


A. Einleitung. 


Die pathologische Erscheinung der SchilddriisenvergréBerung, 
der endemische Kropf, wie auch der Kretinismus stehen nach heutiger 
medizinischer Erkenntnis ohne Zweifel mit einer mangelnden Jod- 
zufuhr in urséchlichem Zusammenhang. 


Allerdings ist es mehr als wahrscheinlich, da8 auch _ individuelle 
Faktoren und der Funktionszustand der Driise fiir die Jodtransformation, 
d.h. die organische Verwertung des mit der Nahrung zugefiihrten Jods, 
eine mitbestimmende Rolle spielen, woriiber zwar die Forschungen noch 
nicht abgeschlossen sind. Da gerade nach dem Weltkrieg ein vermehrtes 
Auftreten der Kropferkrankungen bei Bewohnern héher gelegener Land- 
schaften, wie in Siiddeutschland, in der Schweiz, Osterreich usw. konstatiert 
wurde, ist das Jod-Kropfproblem automatisch wieder in den Mittelpunkt 
wissenschaftlicher Interessensphiare geriickt. 


Die empirisch gefundene und aus den friihesten Zeiten (1) iiber- 
nommene Verabreichung jodhaltiger Heilmittel zur Bekaimpfung der 
Kropfendemien hat sich, wenn auch mit wechselnden Erfolgen, bis 
zur Stunde erhalten. 


Nachdem nun die umfangreichen Untersuchungen Mac Clendons (2), 
von Fellenbergs (3), Bleyers (4) und anderer Forscher den herrschenden Jod- 
mangel in kropfverseuchten Gebieten zweifelsfrei bewiesen, schntt man 
neben der Kropfbekimpfung auch zu prophylaktischen MaSnahmen; so 
entstand beispielsweise in der Schweiz der gesetzliche Verkauf von jodiertem 
Kochealz, in Siiddeutschland die wéchentliche Verteilung von Jodtabletten 
an die Schulkinder, in Amerika der Zusatz von Jodkali zum _ Trink- 
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Das Resorptionsvermégen, wie auch die klinischen Erfolge dieser teils 
anorganischen, teils synthetisch-organischen Jodgaben sind heute heftig 
umstrittene Fragen, die besonders noch dadurch geschiirt werden, daBi 
von medizinischer Seite Klagen iiber gesundheitliche Stérungen laut werden, 
die kleine Uberschiisse dieser Jodgaben iiber den pbysiologischen Bedarf 
bei empfindlichen Individuen hervorrufen. 

Das empfindliche Reagieren des Organismus gegen tonisiertes Jod ist 
mdéglicherweise auch mit der Beobachtung in Zusammenhexng zu bringen, 
da®B bereits einige Stunden nach Verabreichung von Jodkali der weitaus 
gréBte Teil unbeeinfluBt den Korper wieder verlaSt. 


Diese gesammelten Erfahrungen regten daher zu neuen Versuchen 
an, das Jodbediirfnis von Mensch und Tier auf andere Weise zu be- 
friedigen. 

Der erste Weg schlug eine Beeinflussung des Jodgehaits landesiiblicher 
Pflanzen durch Jodbeidiingung vor, wie ihn vor allem Scharrer (5) und 
seine Mitarbeiter, auch Hiliner (6) und von Fellenberg (7) beschritten. Der 
andere Weg bestand in der Jodierung der Milchnahrung durch regelmabige 
Jodkatizufahr an Milchtiere; auch hier haben sich die Weihenstephaner 
Forscher Niklas, Strobel und Scharrer (8), ferner Kieferle und Kettner (9) 
durch ihre exakt angelegten Stoffwechselversuche grofe Verdienste er- 
worben. Derartig jodierte Milch hat Scharrer (10) zusammen mit Maurer (11) 
bereits klinisch zu beurteilen versucht. Uber die Bindungsart des Jods in 
der Milch bei maGBigen Jodkalizufuhren auBerten sich Scharrer und Schwai- 
bold (12) kiirzlich dahin, daB eine wesentliche Erhéhung des anorganischen 
Jodanteils eintrete. 

Wenn, auch die Jodsteigerung im Pflanzenkérper nur in wenigen 
Fallen und in geringen MaBen iiber das physiologische Niveau hinaus 
geiungen ist und auch die Ansichten iiber die Jodassimilation derartiger 
Pflanzenjodide sehr geteilt sind, so weist trotzdem der natiirliche Kreislauf 
des Jods mit aller Deutlichkeit und ohne Zweifel auf eine in der Pflanze 
stattfindende Jodumformung bzw. Jodveredelung hin. 


Aus diesen Erwagungen heraus sind auch wir in den letzten Jahren 
der Frage naher getreten, wie am vorteilhaftesten das physiologische 
Jodbediirfnis des Organismus bei mangelnder Zufuhr zu erginzen 
sei, bzw. ob nicht auf dem natiirlichen Wege tiber die Pflanze das 
beigediingte Jod in eine fiir den Menschen- und Tierkérper zweck- 
maBigere und leichter assimilierbarere Form verwandelt wird, wie es 
chemische Jodverbindungen fiir den Organismus zu erfiillen imstande 
sind. 

B. Experimenteller Teil. 


1. Jodierungsversuche an Landpflanzen. 


Die bis heute bekannten Jodspeicherungen bei Landpflanzen 
erschienen uns fiir die experimentelle Verfolgung des Gesamtjodstoff- 
wechsels an groBen, wie an kleinen Haustieren fiir kaum zweckdienlich, 
denn im ersteren Falle verteilen sich die, im Verhaltnis zur Korper- 
gréBe als gering anzusehenden, zugefiihrten Jodmengen auf die ge- 
samten Ausscheidungen und machen eine Jodbilanz fast zu einer Un- 
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méglichkeit; im zweiten Falle, und dies betrifft kleine Haustiere, 
werden gréBere Mengen einseitiger Pflanzennahrung nur widerstrebend 
aufgenommen und bald verschmaht, so da die Untersuchungen auch 
hier auf erhebliche Schwierigkeiten stoBen. 


Bevor nun fiir uns die Méglichkeit gegeben war, an die versuchs- 
technische Klarung des Jodstoffwechsels im Tierkérper heranzutreten, 
mubte uns solehes héchstjodierte Pflanzenmaterial zur Verfiigung 
stehen, dessen Jodgehalt in der Trockensubstanz wenigstens dem frischer 
normaler Schilddriisen aquivalent war. Weiterhin war ins Auge gefaBt, 
nur soleche heimischen Landpflanzen fiir die Jodierung auszuwihlen, 
die der Allgemeinheit leicht zuginglich und auch leicht verdaulich 
sind. 

Nach einer Reihe tastender Vorversuche, bei denen manches 
dem Wesen der Pflanzengattung Widersprechende beobachtet werden 
konnte, entschlossen wir uns fiir einen Anbau von Méhren und 
Radieschen. 


Die Pflanzen wurden in die iiblichen Versuchstépfe gest; als 
Fiillerde diente ein kompostierter, mittlerer, tiefgriindiger Lehmboden 
vom Versuchsfeld der Hochschule. Die Bodenreaktion war schwach 
alkalisch, py = 7,86; der Wassergehalt betrug 17,60 °,, und der Gesamt- 
jodgehalt 78 y in 100 g frischer Erde, wovon etwa die Halfte in Salz- 
siure 1:1 Jéslich war. ; 

Méhren und Radieschen erhielten im kraftigsten Wachstum die 
erste Jodgabe in Héhe von 0,1 g Jod pro Versuchstopf in Form diinner 
Jodkaliumlésung. _Mit der weiteren Jodzufuhr wurde erst 14 Tage 
vor der Ernte begonnen und alle 2 Tage wiederum 0,1 g Jod gegeben. 
8 Tage vor der Ernte hatte somit jeder Versuchstopf 0,5 g Jod als 
Jodkalium erhalten und empfing dann kein weiteres Jod mehr. 


Beide Pflanzen vertrugen diese hohen Jodgaben recht gut; die 
Fruchtbildung war eine sehr gute und in Menge wie in Beschaffenheit 
unterschiedslos gegentiber den Kontrollpflanzen. Die periodische und 
spate Jodzufuhr wurde gewahlt, um einer allmahlichen, organischen 
Bindung des Jods im Boden bei nur einer friihzeitigen Jodgabe zu 
begegnen und damit von der jodabspaltenden Kraft des Bodens 
méglichst unabhangig zu sein. 

Die Untersuchung der pflanzlichen Materialien, nach Blattern 
und Knollen getrennt, ergab folgende, aus Tabelle I ersichtliche 
Werte. 

Die Trockenmassen stellen pulverisiert durchaus ansprechende, 
aromatische Produkte dar und werden von den Versuchtieren gerne 


genommen. 














Ra 
Ra 
M 


M 


Ra 
Re 
M 


M 


di 








Te, 
and 
ich 


1eS 
en 
nd 


en 














-- 
‘4 


Transport und Transformation organ. gebund, Jods im Tierkérper. 











Tabelle I. 
y Gesamtjod y_ Jod G F Kontrolle! 
Trocken> in skene|l in 1 « Teockens __ 1 Gesamtjod 7G te 
Pflanze _—_substanz | ™ |, troceene) in eetane in kg Substanz ain T kg 
__—_|| _ frischer 
%%» S* A** (organ. anorgan. _frisch trocken Substanz 
Radieschen- 
blatter . . 7,10 357 321 | 344 13 25347!) 357000 198 
Radieschen- 
knollen. . 5,86 304 252. 261 43 17814 304000 134 
Mohren- 
blatter. . 12,52 160 148 154 6 20082; 160000 121 
Mohren- 
knollen. . 11,58 128 113-120] 8 14842, 128000 97 


Nach neueren Versuchen ist eine noch héhere Jodspeicherung mdéglich: 


Radieschen- 

blatter . . 8,08 1419 1324 1241 178 114651 1419000 
Radieschen- 

knollen. . 6.50 1184 1010) 948 236 76958 1184009 
Mohren- 

blatter . . 12,88 705 642 || 633 72 90805, 705000 
Mohren- 

knollen. . 11,40 286 243 || 267 19 82604 286000 


* S = Saures AufschluBverfahren nach Pfetffer. 
** A = Alkalisches AufschluBverfahren nach von Fellenberg. 


2. Jodtransport der Fflanzenjodide ber Hunden. 


Zur Priifung der Resorptionsfahigkeit, wie auch der Transformation 
dieser Pflanzenjodide wurde der 9 Monate alten, 15 Pfund schweren 
Hiindin ,,Minka* zu einer gemischten Kost von Fleisch, Reis und Fett 
mehrere Tage 5g Radieschenblatter beigefiittert; die tigliche Jod- 
belastung betrug, mit Ausnahme des letzten Tages, 1785 y. In den 
Nahrungsstoffen selbst konnten nur Spuren von Jod nachgewiesen 
werden. 

Kot und Harn wurden taglich gesammelt und nach dem sauren Auf- 
schlaBverfahren von Pfeifjer (15) untersucht. Dabei wurde die gesamte 
Tageskotmenge direkt in frischem Zustande in die AufschluBapparatur 
gegeben und verbrannt; der Harn wurde unter Zusatz von zwei bis drei Tee- 
léffel Calciumsulfat und etwas Pottaschelésung zur Trockne verdampft 
und unter Beigabe von etwa 10g jodfreien Kohlehydraten nach Pfeiffer 
aufgeschlossen. Da der Harn fiir die Perhydrol-Schwefelsiureverbrennung 
zu wenig organische Substanz enthalt, um das Jod quantitativ abdestillioren 
za kénnen, ist in diesem Falle die Zuhilfenahme von Kohlenstofftragern 
unerlaBlich. 

Die folgende Tabelle II gibt eine Ubersicht iiber den Jodstoff- 
wechsel bei Hund ,,Minka‘‘ wahrend 13 Tagen, von denen in den ersten 
6 Tagen Pflanzenjod zugefiittert war. 
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Tabelle I]. 


Jodresorption an normalem Hund ,,Minka‘. Fiitterung: 200¢ Fleisch, 
50g Reis, 30g Fett und 5g Radieschenblitter. 








Jodzufuhr Ausgeschieden hea ae Jod retiniert 
Tag pro die Hern Kot pro die 
‘ 1785 356 _— 1429 
2. 1785 348 85 1352 
3. 1785 529 270 986 
4. 1785 608 158 1019 
5. 1785 699 — 1086 
6. 1428 935 240 253 
‘s 416 — 
8. 145 -- 
9. 12 162 
10. 9 _ 
11.— 13. 54 22 
Jodbilanz nach 13 Tagen: 
An Jod zugefihrt get She Seam 10353 y 
Mit Harn und Kot ausgeschieden ......... . %5O48y 
SP, SI ee Gn SMe Stee st te ee ss ORY 
In Schilddriisen enthalten ............. 2136y 
In K6rperblutmenge (577cem) ........... 85 y 
In Geweben und Organen ............,-. SO084y 


Nach Tabelle I betragt der prozentuale Anteil der Radieschen- 
blatter an anorganischem Jod nur etwa 3°, des Gesamtjods; nach 
Tabelle Il werden bei Hund ,,Minka“ insgesamt wahrend 13 Tagen 
noch nicht 10°, des Gesamtjods durch den Kot ausgeschieden, mithin 
darf nach diesen Ergebnissen und in diesem Falle auf eine sehr groBe 
Resorptionsfahigkeit des organischen Pflanzenjods geschlossen werden. 

Am elften Tage wurden dem Tiere aus der Halsvene 35g Blut ent- 
nommen; der Blutjodspiegel lag mit 15 y fiir 100 g Blut zwei- bis dreimal 
héher, wie ihn von Fellenberg (16) fiir einen normalen Rinderblutspiegel 
angibt. 

25 Tage nach Versuchsbeginn wurden die Schilddriisen exstirpiert ; in 
den 1,45 g¢ schweren Driisen waren 2136 y Jod enthalten, was einem Wert 
von 1473 y in 1g frischer Driise entspricht. 

Ein zweiter Jodspeicherungsversuch wurde mit der 3 Jahre alten, 
34 Pfund schweren Dobermannhiindin ,,Senta‘* durchgefiihrt. Dem 
Tiere wurden 6 Tage zu einem gemischten Futter 5 g Radieschenblatter 
zugelegt und ihm bereits am 8. Tage die Schilddriisen herausgenommen. 
Von einer Jodbilanz in den Ausscheidungen mute in diesem Versuch 
Abstand genommen werden, da das Tier nicht zu beeinflussen war, 
Harn und Kot im Versuchskafig abzugeben. 
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In den 4,937 g schweren Driisen wurde ein Gesamtgehalt von 
4871 y ermittelt, entsprechend 987 y in 1 g frischer Driise. 

Fiir einen dritten Stoffwechselversuch wurde der 22 Pfund schwere, 
8 Monate alte Schiferhund ,.Nero’ verwandt. Hier wurde bei der 
iiblichen Grundkost von Reis, Fleisch und Fett die Jodzulage gegen- 
iiber Versuch 1 und 2 mit 10g Méhrenblatter ungefahr vierfach ge- 
steigert, um den Transport des Pflanzenjods bei erhéhter Belastung 
zu verfolgen. 

Tabelle Ill. 


Jodresorption an normalem Hund ,,Nero“.  Fiitterung: 200g Fleisch, 
75¢ Reis, 30g Fett und 10g Mohrenblatter. 














Jodzufuhr Ausgeschieden * Jod retiniert 
Tag pro die Harm Kot pro die 
i ’ Y 7 om 
1. 7050 1376 2040 3634 
2. 7059 1764 1128 4158 
3. 7059 4854 1649 556 
4. 7059 4041 1937 1072 
5. 7050 4079 2403 568 
6. 7050 3246 2186 1618 
7. 1084 200 
8. 1050 72 
9. 901 27 
10 696 25 
11 724 18 
12 452 15 
13 321 15 
14 114 6 
15 162 3 
16 73 3 
Jodbilanz nach 16 Tagen: 
An Jod zugefiihrt eee es ow a er a . 42300 y 
Mit Harn und Kot ausgeschieden ........ . . 36655 y 
Re ee I we OY 
In Schilddriicen enthalten. .......=..-.--.-+- =. 2230 
In Organen und Geweben. .... . Seite th ee 


Nach Tabelle ITI findet, wie in Versuch 1, die gréBte Jodresorption 
in den ersten 2 Tagen statt, jedoch steigt im Versuch 3 bei der erhéhten 
Belastung der Jodtransport in den ersten 6 Tagen auf fast das Doppelte. 
Obwohl die Jodretention bei Hund ,,Nero‘ eine bedeutend intensivere 
ist, wie sie die Jodausscheidung im Harn bis zum 16. Tage zu erkennen 
gibt, war der Schilddriisenjodgehalt und das Joddepot in Geweben 
und Organen nach Versuchsende bei beiden Tieren nahezu identisch. 
Die erheblich gréBere Jodausscheidung im Kote vom 1. bis 6. Tage 
bei Versuch 3 diirfte ohne Zweifel fiir ein zu groBes Jodangebot sprechen, 
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fiir dessen totale Assimilation der Organismus nicht in der Lage war 
und daher etwa 30°, der Einnahme auf dem kiirzesten Wege entfernte. 

Die vom 8. bis 16. Tage im Kote erscheinenden Jodmengen sind 
vermutlich anders zu bewerten und werden wohl, dem intermediiren 
Stoffwechsel entstammend, durch die Galle in den Darm gelangt sein 

Die Bilanzversuche sprechen ohne Zweifel dafiir, daB der Or- 
ganismus eine grofe Fahigkeit zur Assimilation der Pflanzenjodide 
hat und nur langsam den Uberschu8 der Jodbelastung bis zum physio- 
logischen Jodniveau zur Ausscheidung bringt. Die nach jeweiliger 
Versuchsbeendigung im Tierkérper zuriickgehaltene Jodmenge war 
immer noch eine recht erhebliche, daB sogar die vorliegenden Fille 
von einem Jodbediirfnis zu sprechen veranlassen kénnten; warum 
sollte auch sonst der Tierkérper noch 20 Tage nach der letzten Jodgabe 
solch groBe Mengen Jod retinieren ? 

Um nun zu entscheiden, ob diese Jodretention langere Zeit be- 
stehen bleibt, und ob der Jodbedarf des Tierkérpers vorlaufig als gedeckt 
anzusehen ist, wurde an einem Kontrolltier, dem 14 Pfund schweren 
Hund ,, Schnauzer“, der friiher die gleiche Jodzufuhr durch Pflanzenjod 
wie Versuch 1 und 2 erhalten hatte, nach einem Intervall von 6 Wochen 
eine zweite Jodbelastung in gleicher Héhe vorgenommen. 


Tabelle IV. 


Jodresorption an normalem Hund ,,Schnauzer“ (der bereits friiher mit Jod 
belastet war). Fiitteruag: 200g Fleisch, 50g Reis, 30g Fett und 5g 








Radieschenblatter. 
Jodzufuhr Ausgeschieden Jod retiniert 
Tag pro die Harn Kot pro die 
Pe : it. DURES eRe: Saree 
1. 1785 1439 32 314 
2. 1785 778 44 963 
3. 1785 637 69 1079 
4. 1785 2786 113 
5. 1785 2465 105 
6. 70 21 
7. 157 17 
8. 96 12 
9. 12 9 
10. 2 0 
Aim dod wapeltist . ww tt ttt wt te ORY 
Mit Harn und Kot ausgeschieden ........ . . 8864y 
ee OE ee ee ee a es 


Betrachten wir auf Grund der Tabelle IV zunichst den Jod- 
transport, so setzt scheinbar wahrend der ersten 3 Tage noch eine 
Jodretention ein, jedoch werden am 4. und 5. Tage die Einnahmen 
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bei weitem von den Ausscheidungen iibertroffen. Nach 10 Tagen ist 
die Bilanz nahezu ausgeglichen. 


Wie aus den im Harn wiedergefundenen Jodwerten in diesem, 
wie in den obigen Stoffwechselversuchen ersichtlich, ist die Resorbier- 
barkeit des Jods aus griinen Pflanzenteilen bei gemischt gefiitterten 
Carniveren eine sehr groBe. Der von von Fellenberg (17) auf Grund 
seiner Versuche mit Brunnenkresse und Spinat am Menschen, mit 
Gras und Riibenblatter an einer Kuh gezogene Schlu8 tiber eine nur 
sehr mangelhafte Resorptionsfahigkeit von Pflanzenjodiden konnte 
in unseren Versuchen nicht bestatigt werden. Vielmehr deutet der 
Jodstoffwechsel mit gré8ter Wahrscheinlichkeit darauf hin, daB der 
natiirliche Jodgehalt von Nahrungsmitteln als Jodlieferant von Mensch 
und Tier geradezu bevorzugt transportiert wird. 


Als beweisende Stiitze fiir die Qualitit bzw. gute Resorbierbarkeit 
des Pflanzenjods kénnen wir, neben dem Auftreten von Jod im Harn 
und dem Jodansatz aus der Stoffwechselbilanz, den Jodgehalt der 
Schilddriisen nach der Jodbelastung heranziehen, wenn wir normale 
Funktionszustiinde der Driisen fiir eine Jodtransformation zugrunde 
legen. 


Was den Jodgehalt von Hundeschilddriisen betrifft, so wird derselbe 
im allgemeinen als sehr niedrig gefunden. 


Blum und Griitzner (18) geben fiir die Maingezgend einen Mittelwert 
von 640 y pro Driisenpaar an, Klinger und’ Herzfeld (19) finden Hunde- 
driisen in der Schweiz manchmal] sogar jodfrei, wahrend sich nach ihnen 
in Holland héhere Werte zeigen. 


Auch wir haben in den letzten Monaten einige Schilddriisen 
von Hunden aus hiesiger Gegend untersucht, sowie drei Tiere mit 
starken Jodkaliumdosen wihrend einer Woche vor der Driisenexstir- 
pation belastet. In Tabelle V sind die Untersuchungsergebnisse von 
letzteren den mit Pflanzenjod gefiitterten Tieren zum Vergleich gegen- 
iibergestellt. 

Greifen wir die fiir 1 g frischer Driise berechneten Jodwerte heraus, 
so wird chne Frage der SchluB berechtigt sein, daB das im Pflanzen- 
kérper organisch gebundene Jod, schon bei Verfiitterung verhaltnis- 
maBig geringer Mengen, den Schilddriisenjodgehalt in kirzester Zeit bis 
zu einer solchen Héhe zu steigern vermag, wie wir ihn nach Klein (20) 
nur bei Rotwild- und Schafdriisen vorfinden. 


Beziiglich der Wirkung der Jodkaliumzufuhr auf die Jodspeicherung 
in den Schilddriisen ist zu folgern, daB trotz vielfach gesteigerten An- 
gebotes die Jodtransformation in den Driisen eine erheblich geringere 
ist und pathologisch veriinderte Drisen (Hund Nr. 8) in kaum nachweis- 
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Tabelle V. 
Schild Gesamt- §Jod in lg 
Hund | Jodzufuhr driisen- jod- frischer 
Alter gewicht gehalt Driise Bemerkungen 
i Y g Y y 
Pflanzenjod 
Minka, 8 Monate . 10353 | 1,450 2136 1473 
Senta, 3 Jahre . . 10710 4,937 4871 987 
Nero, 9 Monate . . 42 300 1,564 2230 1425 
Schnauzer, 2 Jahre 21 420 1,065 889 835 
Hund Nr. 7, 14/, Jahr 1785 | 1,990 553 278 Nach 1 Tag 
“ Nahrung vers 
Jodkalium | weigert 
Hund Nr. 8, 3 Jahre 1 530 000 2,580 33 13 | Kropfige Driise 
a oe es 420 000 4,656 2161 | 464 
~ gta _ 1,191 303 255 
aes a oe 1 530 000 1,749 17 10 
— gfe % _ 4,970 310 | 62 


baren Mengen ionisiertes Jod assimilieren. Auch die als normal 
angesprochenen Driisen von Hund Nr. 11 haben auf die starke Jod- 
kaliumdosis nicht reagiert. In welchem MaBe bei Hund Nr. 9 die Jod- 
kaliumbeigabe den Schilddriisengehalt gesteigert hat, ist nicht eindeutig 
zu entscheiden; da uns die Herkunft, wie auch die friihere Fiitterung 
des Tieres nicht bekannt ist, und solche Werte auch normalerweise 
gefunden werden, miissen noch weitere Versuche zur Klarung heran- 
gezogen werden. 

De nach Verfiitterung von Pflanzenjod auf Grund der Tabellen II, 
III und IV nur sehr langsam einsetzende Jodausscheidung im Harn, 
wie auch die langere Zeit im Organismus anhaltende Jodretention steht 
in direktem Gegensatz zu dem Kreislauf der Jodalkalien. Denn 
Scharrer (21) beobachtete bei seinen Jodfiitterungsversuchen an Ziegen, 
Schweinen und Kiihen, daB eine langere Zufuhr von Natriumjodid 
keine nachtriglich anhaltende, héhere Jodierung der Koérperfliissig- 
keiten zur Folge hatte. Der Ubertritt des Jods in die Milch war schon 
in den ersten 30 Minuten sehr erheblich, und die Héchstausscheidung 
schon nach wenigen Stunden erreicht. Auch Veil und Sturm (22) 
berichten, daB bei ihren Resorptionsversuchen mit Jodkalium nach 
9 Stunden die Hauptmenge des gereichten Jods ausgeschieden war. 


Wenn nun Scharrer (23) sagt, daB peroral zugefiihrtes an- 
organisches Jod quantitativ resorbiert wird, so miissen dabei sicherlich 
wesentliche Unterschiede beziiglich der Art der Resorption des zu- 
gefiitterten Jods gemacht werden. Denn nach den Ergebnissen obiger 
Autoren, wie auch auf Grund unserer Jodspeicherungsversuche unter- 
liegt anorganisches Jod scheinbar fast ausschlieBlich dem tiblichen 
Salzstoffwechsel und wird, ohne in nennenswerten Mengen in organische 
Bindung tiberfiihrt zu werden, in gleicher Form wieder ausgeschieden. 
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Einige Beobachtungen anderer Art diirften diese Annahme bestatigen : 
,Reibt man z. B. bei Rindern Jodsalben duBerlich ein, so nimmt bald 
Fleisch, Knochenmark und Milch einen merkwiirdigen, eigenartigen Ge- 
schmack an und beim Kochen von Fleisch derartig vorbehandelter Tiere 
14Bt sich entweichendes Jod geruchlich feststellen. Auch nach Verwendung 
jodhaltiger Eutersalben ist nach kurzer Zeit reichlich Jod in der sezernierten 
Milch zu finden.‘ 

Das Auftreten eines eigentiimlichen Geruchs und Geschmacks 
an der Milch haben wir nach Beifiitterung bis 150 mg Jodkali pro die 
in friiheren Versuchen an Milchkiihen wahrnehmen kénnen, der in 
den Versuchsperioden derartig stark und unangenehm war, daf die 
Konsumenten die Abnahme der Milch verweigerten. 

Nach diesen Erkenntnissen wird zwischen einem Jodtransport 
im Organismus, der zur Deckung des physiologischen Jodbediirfnisses 
dient, und der Form, in welcher das Jod im Stoffwechselkreislauf 
auftreten kann, eine scharfe Trennung zu ziehen sein. 

Wenn wir auch die Méglichkeit offen lassen, daB bei normalem 
Funktionszustand die Schilddriise in der Lage sein wird, aus anhaltender, 
geringer Jodkaliverabreichung ihr Jodhormon teilweise zu erganzen, 
so ist die Bindungsméglichkeit von ionisiertem Jod bei pathologisch 
verinderten Driisen dech sehr unentschieden. 

Unsere eingangs vermutete héhere biologische Wertigkeit pflanz- 
licher Jodverbindungen gegentiber anorganischen Jodgaben scheint 
durch unsere Resorptionsversuche bereits eine wertvolle Stiitze ge- 
funden zu haben und zu dem Schlu8 zu berechtigen, da8 das im Pflanzen- 
kérper physiologisch veredelte bzw. organisch gebundene Jod bei 
Fleischfressern einem bei weitem gréBeren Assimilationsvermégen 
unterliegt, wie das anorganische, ionisierte Jod. 

Nach den Auffalligkeiten bei unseren Jodstoffwechselversuchen, 
daB verabreichtes Pflanzenjod erst vom dritten Tage ab in gréSeren 
Mengen durch den Harn ausgeschieden wird und die Ausscheidungen 
daselbst nach Unterbrechung der Zufuhr bedeutend linger bestehen 
bleiben, wie bei Jodkalifiitterung, ist wahrscheinlich auch zu folgern, 
da8& die Resorption pflanzlicher Jodverbindungen fiir eine Kérper- 
deponierung direkt in der von der Pflanze vorbereiteten Vorstufe, d.h. in 
organischer Bindung geschieht und im Organismus alsdann weiter 
organisch transformiert wird. 


C. Zusammenfassung. 


1. Fiir eine maximale Jodanreicherung in Pflanzen haben sich 
gelbe Méhren und Radieschen als besonders geeignet erwiesen. Die 
durchschnittliche Steigerung des Gesamtjodgehaltes ist auf das 500- 
bis 700fache der Kontrollpflanzen méglich. 
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2. Der Gehalt an anorganischem Jod dieser jodangereicherten 
Pflanzen ist prozentual gering, sofern die Ernte erst 8 bis 10 Tage nach 
der letzten Jodgabe erfolgt. 

3. Die pericdische und spite Zufuhr der Jodgaben scheint fiir eine 
maximale Jodassimilation genannter Pflanzen besonders  giinstig 
zu sein. 

4. Der Jodgehalt normaler Hundeschilddriisen wird  durch- 
schnittlich sehr niedrig gefunden und hangt ohne Zweifel mit der jod- 
armen, domestiken Ernihrung zusammen.  Vielleicht ist dadurch 
die begierige Aufnahme der Hunde von frischen, sprieBenden Grasern 
als geeignete Jodquelle zu erklaren. 


5. Der Transport und die Transformation organisch gebundenen 
Pflanzenjods ist bei Hunden eine sehr groBe; bei maBigen Zufuhren 
erscheinen nur etwa 10°, im Kot wieder, wihrend bei Uberbelastung 
der nicht resorbierbare Anteil ansteigt. Die starke Jodausscheidung 
im Harn spricht fiir eine gute Assimilation der pflanzlichen Jod- 
verbindungen. 

6. Die Deponierung und Transformation der Pflanzenjodide in 
den Schilddriisen geht bei Hunden in wenigen Tagen bis zu einer solchen 
Héhe vor sich, wie wir sie nur bei Rotwild- und Schafdriisen wieder- 
finden. Auch ist die Jodretention im Organismus eine recht betrachtliche. 


7. Vielfach gesteige}te Jodkaliumdosen haben den Jodgehalt von 
kropfigen Hundedriisen nicht steigernd zu beeinflussen vermocht. 
Bei normalen Funktionszustinden der Driisen ist trotz gesteigerten 
Angebots die Jodtransformation scheinbar eine viel geringere. 

8. Ist der Jodbedarf bei Hunden durch Darreichung von Pflanzen- 
jod gedeckt, so tritt in den ersten Wochen bei abermaliger Jodzufuhr 
kein nennenswerter Jodtransport mehr ein; jedoch ist die Resorption 
des Pflanzenjods auch in diesem Falle eine sehr groBe. 

9. Die Versuche lassen den berechtigten SchluB zu, daB organisches 
Pflanzenjod von Fleischfressern in der von der Pflanze vorbereiteten 
Vorstufe, mithin in organischer Bindung resorbiert und im Organismus 
in eine edlere organische Bindung transformiert wird. 
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Farbreaktion auf das Vitamin C. 


I. Mitteilung: 
Dispersititseigenschaften und Verhalten von fiir das Reagens von Bezssonoff 
spezifischen Stoffen gegeniiber verschiedenen Adsorbenten. 


Von 
B. Dogadkin und B. I. Janowskaja. 
(Aus dem Versuchslaboratorium der Akt.-Ges. ,,Narpit‘‘ in Moskau.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1929.) 


Die durch N. A. Bezssonoff! fiir die qualitative Bestimmung des 
antiskorbutischen Faktors, des Vitamins C, vorgeschlagene Farbreaktion 
hat zahlreiche Untersuchungen iiber die Spezifitaét dieser Reaktion 
geférdert. 

Einige Verfasser halten diese Reaktion fiir vollkommen spezifisch. 
So deuten Koopmann?, E. Loewy* und andere darauf hin, da®8 die Fehler, 
die tiber den Gehalt des antiskorbatischen Faktors auf Grund des Bezssonoff- 
schen Reagens in verschiedenen Produkten gemacht werden, nicht gréBer 
sind als wenn iiber den Gehalt dieses Faktors auf Grund von Versuchen an 
Tieren geurteilt wiirde. Andere Forscher (Frank*) bedienen sich des 
Reagens von Bezssonoff nur im beschrankten MaBe oder aber heben eine 
Reihe von Widerspriichen zwischen den Angaben, die einerseits durch 
diese Reaktion und andererseits durch Versuche an Tieren erhalten werden, 


hervor und halten demnach die Reaktion von Bezssonoff fiir wenig spezifisch 
(Kay und Zilva®, Wedgood und Ford®). 


Die Reaktion von Bezssonoff besteht darin, daB beim Vermischen 
des zu untersuchenden Saftes mit in Schwefelsiure gelistem  kri- 
stallinischen Wolframat der Phosphormolybdinsiure  blauviolette 
Fiarbung zustande kommt. Uber die Ursache dieser Firbung entstand 
eine lebhafte Diskussion, an der Kay und Zilva und Wedgood und Ford 


1 N. Bezssonoff, C. r. 178, 446, 1921; 178, 917, 1921. 

2 Koopmann, Wien klin. Wochenschr 1924, 8 68. 

3 EB. Loewy, Miinchn. med. Wochenschr. 72, 1780, 1925. 

4 A. Frank, Jahrb. f. Kinderheilkde. 109, 3f.; 59, 87, 1925. 

5 Kay und Zilva, Biochem. Journ. 17, 872, 1923. 

® Wedgood und Ford, zitiert aus den Berichten iiber d. ges. Physiol. 127. 
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teilnahmen; schlieBlich 4uBerte sich der Autor der Reaktion dahin!, 
daB die blauviolette Farbung nicht durch das Zusammenwirken seines 
Reagens mit dem Vitamin C selbst hervorgerufen, sondern durch die 
Reaktion mit dem Derivat des Vitamins C, welches, wie es scheint, eine 
O—P-diphenole Funktion aufweist, aufgelést wird®. In dieser letzten 
Behauptung stiitzt sich Bezssonoff darauf, daB sein Reagens, welches 
eine Abinderung des Folinschen Reagens auf Phenole vorstellt, eine 
blauviolette Farbung mit Hydrochinon hervorruft. 

Die Durchsicht der zuginglichen Literatur gab uns keine kate- 
gorischen Argumente, welche die Bezssonoffsche Reaktion ent: ‘erteten. 
Deshalb schien es uns niitzlich, die aufgeworfene Frage nach dem 
Wesen dieser Reaktion weiter zu untersuchen. 

Da das Reagens von Bezssonof{f sowohl mit den O—P-Diphenolen 
(Hydrochinon) als auch mit Saften, die den antiskorbutischen Faktor 
enthalten, eine gleiche Farbung ergibt, so muBte vor allem untersucht 
werden, in welchen Beziehungen das Verhalten des Hydrochinons und 
dieser chromogenen Produkte miteinander iibereinstimmt und von- 
einander abweicht. Diesbeziigliche Angaben kénnten zur Aufklarung 
der Natur der Stoffe, die Bezssonoff als Zerfallsprodukte des Vitamins C 
bezeichnet, beitragen. Andererseits wiirden diese Angaben in gewissem 
Sinne auch als Ma8 der Spezifitat des Bezssonoffschen Reagens selbst 
dienen. 

Zur Charakteristik der Stoffe, die mit dem Reagens von Bezssonoff 
eine blauviolette Farbung geben, wandten wir Kapillaranalyse an. 
Die groBe Labilitat des Vitamins C und seiner Zerfallsprodukte, sowie 
die Unkenntnis der chemischen Natur dieser Stoffe erschweren die 
Untersuchung durch ein iibliches analytisches Verfahren. Durch die 
Anwendung der Methode der Kapillaranalyse konnte man_hoffen, 
bestimmte Resultate zu erzielen, da nach den experimentellen Unter- 
suchungen von F. V. von Hahn* die Vitamine (ebenso wie Phenole) 
kapillar-aktiv sind. ‘ 

Ein Studium iiber die Dispersionsnatur und die Adsorptions- 
fahigkeit der fiir das Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffe hat 
auch fiir analytische Zwecke eine Bedeutung. Die Anwendung des 
Reagens von Bezssonoff st6Bt auf Schwierigkeiten bei Stoffen, die 
eine Eigenfarbung besitzen. In vielen Fallen kénnte man _ diese 
Schwierigkeiten durch die Anwendung von fraktionierter Adsorption 


1 N. Bezssonof{f, Biochem. Journ. 18, 184, 1924. 

2 Anmerkungen bei der Korrektur. Zur Zeit des Schreibens dieser 
Arbeit war den Verfassern die erste Mitteilung von Bezssono/f nicht bekannt, 
in welcher die Spezifitat des Reagens auf Zerfallsprodukte des Vitamins C 
nach der Diskussion mit Kay und Zilva betrachtet wurde. 

3 F. V. von Hahn, Kolloid.-Zeitschr. 86, 276, 1925. 
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beseitigen. Zu diesem Zwecke wiirde man entweder die fiir das Reagens 
von Bezssonoff spezifischen Stoffe selbst oder die Fiarbemittel des 
Produktes auf der Oberfliche eines bestimmten Adsorbenten fest- 
halten. Durch die Anwendung der fraktionierten Adsorption gelang 
es A. Fodor und A. Rosenberg', Proteine, Fettsauren und Kohlehydrate 
voneinander zu isolieren. Durch alle diese Momente sahen wir uns 
veranlaBt, vorliegende Arbeit zu unternehmen. 


I. Dispersititseigenschaften der fiir das Reagens von Bezssonoff 
spezifischen Stoffe. 


Auf Grund ibrer Versuche stellten S. S. Zilva und M. Miura? fest, daB 
das antiskorbutische Vitamin C durch eine Membran, welche Methylenblau 
und Safranin passieren 1a6t, diffundiert. N. R. Ellis und andere® fanden, 
daB dieses Vitamin teilweise durch ein Chamberland-Filter zuriickgehalten, 
teilweise aber durchgelassen wird. Daraus geht hervor, daB der anti- 
skorbutische Faktor einen hohen Dispersititsgrad aufweist und, wie es 
scheint, der Klasse der Semikolloide angehért. 

Fiir die Dispersitatsbestimmung von Stoffen, die mit dem Reagens 
von Bezssonoff eine Farbung geben, haben wir Ultrafiltration durch 
eine Kollodiummembran und eine Filtration durch ein Chamberland- 
filter angewandt. Wir verwendeten in diesen Versuchen ebenso wie 
auch in weiteren Zitronensaft, der vorerst den Filter — 589 — passiert 
hatte. Um das Protein zu adsorbieren, wurde der Saft in einigen Fallen 
vor dem Versuch mit Kaolin durchgeschiittelt. Nach solcher Vor- 
behandlung nahm die Farbung des Saftes mit dem Reagens von Bezs- 
sonoff an Intensitat nicht ab, wihrend die Menge des im Resultat der 
Reaktion gebildeten Niederschlages bedeutend zuriickging. Fiir die 
Durchfiihrung der Reaktion haben diese Umstiinde einige Nachteile. 

Das in unseren Versuchen verwendete Reagens von Bezssonoff 
wurde nach der Methode des Verfassers* hergestellt. Nach allen nétigen 
Manipulationen erhielten wir gut gebildete blaBgelbe Kristalle der 
Molybdan-Wolfram-Phosphorsaure. Diese Kristalle erhielten an der 
Luft ziemlich schnell eine griinliche Farbung. Fiir die Versuche wurde 
eine 15°. ige Lésung dieser Kristalle in Schwefelsiure (5: 100) benutzt; 
die hergestellte Lésung konnte wahrend der ganzen Versuchsdauer 
(etwa 21, Monate) verwendet werden. Wie nach den Angaben des 
Verfassers zu erwarten war, gab diese Lésung mit Hydrochinon (0,25 g 
pro Liter) eine blauviolette, und mit Pyrogallol eine dunkelbraune 
Farbung. 5 Tropfen der Reagenslisung geben mit 2 Tropfen zweifach 





1 A. Fodor und A. Rosenberg, Kolloid-Zeitschr. 87, 234, 1925. 

2 S.S. Zilva und M. Miura, Biochem. Journ. 15, 422, 1922. 

3 N. R. Ellis, H. Steenboock und E. RB. Hast, Journ. of biol. Chem. 46, 
367, 1921. 

4 N. A. Bezssonoff, Fortschr. d. biclog. Chem., Lief. II, 8. 32, 1925 
(russisch). 
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verdiinnten Zitronensaftes eine intensive blauviolette Farbung und 
einen bedeutenden flockigen weifen Niederschlag. Fiir unsere Be- 
stimmungen brauchten wir gewohnlich die oben bezeichneten Mengen- 
verhaltnisse zwischen dem Reagens und dem zu untersuchenden Objekt. 

Fiir die Ultrafiltration wurden Membranen verwendet, die durch 
eine Ubertragung von zwei Kollodiumschichten auf Glas hergestellt 
waren. Die Membranen wurden zuerst mit kaltem und spater mit 
heiBem Wasser gespiilt. Das Absaugen fiihrten wir in Zsigmondy- 
trichter bei vermindertem Luftdruck (50 mm) aus. Unter diesen Be- 
dingungen behalt die Membran restlos eine kolloidale Goldlésung und 
eine kolloidale Mangansuperoxydlésung mit Teilchen von 10 bis 20 uu 
zuriick. Eine schwache Safraninlésung geht durch ein solches Filter 
als eine ganz farblose Fliissigkeit durch; die Farbe bleibt am Filter 
haften. . 
Ultrafiltrationsversuche mit zweifach verdiinntem Zitronensaft 
zeigten, daB die fiir das Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffe 
durch eine solche Membran filtrieren, welche die Semikolloide, wie 
Safranin, festhalt. In zahlreichen Versuchen mit dem Reagens von 
Bezssonoff zeigte das Ultrafiltrat eine Farbung von derselben Intensitat, 
wie auch der unfiltrierte Ausgangssaft. Die Intensitat der Farbung 
wurde entweder unmittelbar in Reagensglasern oder im Kolorimeter 
von Biirker nachgepriift. Auch die gefarbte Verbindung des Reagens 
von Bezssonoff mit dem Zitronensaft geht ebenfalls restlos durch das 
Ultrafilter durch. In dieser Beziehung ist die oben bezeichnete Ver- 
bindung gar nicht vom analog gefarbten Stoff, der als Resultat 
der Reaktion von Hydrochinon mit dem Praparat von Bezssonoff 
gebildet wird, zu unterscheiden. 

Bei der Filtration von Zitronensaft durch das Chamberlandfilter 
(wir hatten zwei solche Filter zur Verfiigung, leider aber von 
unbedeutendem Kaliber) passieren die chromogenen Produkte des 
Zitronensaftes ebenfalls vollstindig den Filter. Es geht, folglich, aus 
den Versuchen hervor, daB sowohl die Produkte des Zitronensaftes 
selbst, als auch die gefirbten Stoffe, die als Resultat der Verbindung 
mit dem Reagens entstehen, einen hohen Dispersitatsgrad, der fiir 
echte molekulare Léisungen charakteristisch ist, aufweisen. Aus dem 
Vergleich der Angaben von S. 8S. Zilva und N. R. Ellis mit unseren 
Versuchen kann der SchluB gezogen werden, daB das Reagens von 
Bezssonoff eine spezifische blauviolette Farbung mit denjenigen Zitronen- 
saftprodukten gibt, die einen héheren Dispersitatsgrad als das Vitamin C 
selbst aufweisen. Infolgedessen mu8 das Reagens von Bezssonoff im 
Einverstandnis mit dem Verfasser nicht als spezifisch fiir das Vitamin C, 
sondern als spezifisch fiir seine Zerfallsprodukte, die in den Lésungen 
im molekulardispersen Zustande vorhanden sind, angesehen werden. 
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II. Adsorption von fiir das Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffen. 


Nach dem Versuch von A. F. Hess! und A. H. Byfield? wird der 
antiskorbutische Faktor weder vom Kaolin noch durch die Fullererde 
adsorbiert. Tierische Kohle adsorbiert den antiskorbutischen Faktor; 
der dabei eintretende Gleichgewichtszustand wird durch eine merk- 
liche Vitaminmenge, die in der Fliissigkeit nachbleibt, charakterisiert. 
S.8S.Zilva® fand ferner, daB bei der Bearbeitung von Zitronensaft 
mit Kohle (Norit) die Farbung mit dem Reagens von Bezssonoff ver- 
schwindet, wahrend die antiskorbutische Wirkung des Saftes auf die 
Versuchstiere, wenn auch im abgeschwichten Mafe fortbesteht. Diese 
Tatsache veranlaBte den obenerwihnten Verfasser, die Reaktion von 
Bezssonoff als fiir das Vitamin C uncharakteristisch anzusehen. 


Wir untersuchten die Wirkung von verschiedenen Adsorbenten 
auf Zitronensaft und den Saft von frischem Kohl. Der Kohl hatte 
6 Monate gelagert und der Kohlsaft gab im Vergleich mit Zitronensaft 
mit dem Reagens von Bezssonoff eine weniger intensive Fiarbung. 
Parallel wurden Versuche mit einer Hydrochinonlésung ausgefiihrt. 
Der Adsorbent wurde im pulverigen Zustande wihrend 30 Minuten 
mit der Fliissigkeit geschiittelt und sodann durch ein Papierfilter 
abfiltriert. Das Filtrat wurde mit dem Reagens von Bezssonoff unter- 
sucht. 


Die, Versuche haben ergeben, daB aktivierte (von Kahlbaum) und 
tierische Kohle den chromogenen Stoff des Zitronen- und Kohlsaftes 
vollstandig adsorbieren. Das Filtrat gibt mit dem Reagens gar keine 
Farbung. Ebenso wird auch die gefairbte Verbindung, die als Resultat 
der Reaktion zwischen dem Priparat von Bezssonoff und dem Zitronen- 
saft entsteht, durch Kohle restlos adsorbiert. Das Hydrochinon und 
Pyrogallol werden durch Kohle, wie das Michaelis‘ gezeigt hat, ebenfalls 
adsorbiert. Kaolin, Kieselgur, Talk und frisch hergestelltes Silikogel 
adsorbieren weder Hydrochinon noch die chromogenen Stoffe des 
Zitronen- und Kohlsaftes. Darum kénnen diese letzten Adsorbenten 
zur Adsorption von Farbstoffen derjenigen Produkte verwendet werden, 
in denen die Bestimmung des Vitamins C infolge ihrer Farbung mit 
dem Reagens von Bezssonof{f unmittelbar nicht vorgenommen werden 
kann. 


Durch diese Versuche wird eine vollstindige Analogie in bezug 
auf die Adsorption von Hydrochinon und auf die Adsorption von 


1 A. F. Hess, Journ. Ind. and Engin. Chem. 18, 1115, 1922. 

2 A. H. Byfield, Amer. Journ. Dis. Children 19, 349, 1920, zitiert nach 
Oppenheimers Handb. 

8 S. 8S. Zilva, Biochem. Journ. 17, 872, 1923. 

4 L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration 1922. 
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Zerfallsprodukten des Vitamins C (nach Bezssonoff) festgestellt. Doch 
weichen diese Stoffe in ihrem Verhalten in weiteren Versuchen etwas 
auseinander. 

Auf Grund von rein analytischen Erwigungen wurde diejenige 
Menge der aktivierten Kohle festgestellt, welche das Adsorptiv beim 
Schiitteln wahrend einer halben Stunde restlos aus einem bestimmten 
Fliissigkeitsvolumen zu adsorbieren vermag. Um das Hydrochinon 
aus l0cem Lésung (0,25 g pro Liter) zu adsorbieren, miissen 0,08 g 
Kohle als Pulver verwendet werden. Fiir die Adsorption des chromogenen 
Stoffes aus 10 ccm des zweifach verdiinnten Zitronensaftes muB man 
0,2 g Kohle brauchen. Werden kleinere Mengen von Kohle gebraucht, 
so gibt das Filtrat eine Farbung mit dem Reagens von Bezssono/ff. 

Es kann angenommen werden, daB bei solechen Mengenverhiltnissen 
zwischen den Adsorbenten und dem Adsorptiv die Oberflache der Kohle 
volistandig mit dem Adsorptiv gesattigt wird. Wir werden deshalb 
die so behandelte Kohle mit dem Wort ,,gesiattigte’* bezeichnen. Im 
Verlauf von weiteren Versuchen wurde gesittigte Kohle verschiedenen 
Operationen unterworfen, um eine Desorption der Stoffe zu erlangen 
und von neuem die Reaktion von Bezssonof/ durchzufiihren. Zu diesem 
Zwecke wurde die Kohle vom Filter abgewaschen und 30 Minuten 
lang in 5ccem irgend einer Fliissigkeit geschiittelt. Als Fliissigkeit 
wurden Wasser, 5“, ige H,SO, oder CH,COOH verwendet. Sodann 
wurde die Kohle wieder abfiltriert und zum Filtrat’ die nétige Menge 
des Reagens von Bezsonoff beigefiigt. Um die Desorption zu verstarken, 
wurde in einigen Versuchen zur mit Kohle geschiittelten Lésung 1 
bis 2 Tropfen von kapillaraktiven Stoffen, Buttersiure oder lsoamyl- 
alkohol, zugegeben. Diese Stoffe tiben an und fiir sich gar keinen 
EinfluB auf die Intensivitat der Farbenreaktion aus. 

Die ausgefiihrten Versuche zeigten, dab die Adsorption von Hydro- 
chinon in breiten Grenzen eine umkehrbare ist. Nachdem eine Portion 
gesittigter und noch feuchter Kohle mit einer H,SO,- oder CH,COOH- 
Lésung geschiittelt wird, gibt die Fliissigkeit mit dem Praparat von 
Bezssonoff eine deutliche Reaktion. Der Ubergang von Hydrochinon 
von der Kohle in die Lésung wird durch die Wirkung von Buttersaure 
und Isoamylalkohol verstirkt. In diesen Fallen ist die Farbung des 
Filtrats so intensiv, daf sie fast derjenigen der Ausgangslésung von 
Hydrochinon gleichkommt (wenn die Adsorptions- und Desorptions- 
versuche in gleichen Volumen ausgefiihrt werden). 

Was den chromogenen Stoff des Zitronensaftes anbetrifft, so 
wird eine Desorption desselben nur beim Schiitteln mit 5°, iger H,SO, 
beobachtet. Wie nach der Reaktion von Bezssonoff zu urteilen ist, 
gibt das Schiitteln mit Wasser und Essigsiure gar keine Resultate. 
Bei der Anwendung von H,SO, gibt das Filtrat nach dem Schiitteln 
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mit dem Reagens von Bezssonoff eine sehr schwache Firbung, die der 
anfanglichen Farbungsintensitaét mit der Zitronensaftlisung um vieles 
nachsteht. In einigen Fallen bleibt diese Fiarbung ganz aus. Die An- 
wendung von kapillaraktiven Stoffen andert an der Sache nichts. 

Die auBerst geringe Fahigkeit zur Desoi ption, die nach der Farbungs- 
intensitat des Filtrats gemessen wird, la8t den Gedanken aufkommen, 
dafs der durch Kohle adsorbierte chromogene Stoff des Zitronensaftes 
an der Oberfliche des Adsorbenten zerstért wird. Am ehesten ist hier an 
einen Oxydationsvorgang zu denken, der ja bekanntlich auch auf den 
antiskorbutischen Faktor recht zerstérend einwirkt. Nach Bezssonof/ 
besitzen die Zerfallsprodukte des Vitamins C, die die Farbreaktion 
geben, den Charakter von Phenolen. In der Literatur wird direkt 
darauf hingewiesen, da die Oxydation von Phenolen durch tierische 
Kohle katalytisch beschleunigt wird. So beobachteten W6é! und Dony? 
eine solche Beschleunigung in bezug auf das Hydrochinon. Das Reagens 
von Bezssonoff ist fiir die Beobachtung dieser Tatsache sehr geeignet. 
In unseren Versuchen mit Kohle, die bis zur vollen Siattigung das 
Hydrochinon adsorbiert hatte und nachher an der Luft bei gewéhnlicher 
Temperatur getrocknet wurde, gab das Desorptiv mit dem Reagens von 
Bezssonoff keine Farbung. Bei parallelen Versuchen, wo mit Hydro- 
chinon gesittigte Kohle wihrend derselben Zeitdauer, (20 Stunden) 
in 5° iger H,SO, aufbewahrt, wurde, konnte mit dem Reagens von 
Bezssonoff eine deutliche Farbung erzielt werden. Folglich wird das 
adsorbierte Hydrochinon auf der Oberfliche des Adsorbenten (Kohle) 
tatsachlich ziemlich schnell oxydiert. 

Um den EinfluB der oxydierenden Faktoren auf den von Kohle 
adsorbierten Zitronensaft zu untersuchen, stellten wir Versuche an, 
die aber zu etwas uneiwarteten Resultaten fiihrten. 


Mit Zitronensaft gesittigte Kohle wurde wihrend 20 Stunden in 
verschiedenen Lésungen aufbewahrt: erste Probe: in 5°, iger H,SO,- 
Lésung; zweite Probe: in mit Kohlensiure gesittigtem destillierten 
Wasser (in einer CO,-Atmosphiare); dritte Probe: in 5°,iger H,SO,- 
Lésung mit Zusatz von einigen Tropfen 4 °,,igen Wasserstoffsuperoxyds. 
Einige Proben wurden im Trockenschrank bei 100°C getrocknet, andere 
wurden wahrend | bis 2 Stunden im Wasser gekocht. In allen Proben 
wurde sodann der chromogene Stoff der Zitrone mit dem Reagens von 
Bezssonoff bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde die Kohle wahrend 
30 Minuten entweder in der Fliissigkeit, in der sie sich befand, oder in 
einer entsprechenden Menge einer 5° igen H,SO,-Lésung energisch 
geschittelt. Also stellte das Filtrat in allen diesen Versuchen eine 


1 Wo, Liebigs Ann. 51, 153. 
2 Dony, Chem. Centralbl. 1908, I, 2184, zitiert nach Beilstein. 
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Schwefelsiurelésung von gleicher Konzentration mit einem bestimmten 
Gehalt von desorbiertem chromogenen Stoff der Zitrone dar. Bei der 
Analyse stellte es sich heraus, da8 in der Lésung des Desorptivs von 
ausgetrockneter oder in kochendem Wasser erwirmter Kohle die Re- 
aktion von Bezssonoff sehr deutlich auftrat und bedeutend verscharft 
wurde. Die in einer Atmosphire von CO, und in Schwefelsaure auf- 
bewahrte Kohle weisen nach der Desorption, wie schon friiher darauf 
hingewiesen wurde, eine recht schwache Farbung auf. Bei einer Be- 
arbeitung von Kohle mit einer Lésung von H,O, tritt schlieBlich in 
der Desorptivlésung gar keine Reaktion mit dem Reagens von Bezssonof/ 
ein. Doch muB8 in diesem Falle beriicksichtigt werden, daB in Gegenwart 
von H,O, im frischen Zitronensaft die Farbung mit dem Reagens von 
Bezssonoff ziemlich schnell (wahrend einiger Minuten) verschwindet. 
Wahrscheinlich wirkt H,O, schon auf das Reaktionsprodukt selbst 
oxydierend. 

Also desorbiert mit Zitronensaft gesittigte Kohle in fiir die Oxy- 
dation giinstigen Bedingungen viel groéBere Mengen von chromogenen 
Stoffen als in Bedingungen, die einer Oxydation entgegenwirken. In 
dieser Beziehung unterscheiden sich die Versuche mit Zitronensaft be- 
deutend von solchen mit Hydrochinon. Wir glauben, daB diese Tat- 
sache durch die Interpretation, die Bezssonoff in bezug auf sein Reagens 
macht, gut erklirt wird. Die Kohle adsorbiert nach den Versuchen 
von S.S.Zilva nicht nur die chromogenen Zerfallsprodukte, sondern 
teilweise auch das Vitamin C selbst. Auf der Oberfliche des Adsorbenten 
erfolgt, als Resultat der Erwarmung oder unter dem EinfluB von oxy- 
dierenden Stoffen, eine weitere Zerst6érung des adsorbierten Vitamins. 
Es erfolgt eine Anhaufung von chromogenen Zerfallsprodukten in solchen 
Mengen, daB dieselben, trotz der hohen kapillaren Aktivitat der Zerfall- 
produkte nicht mehr an der Oberfliche des Adsorbenten festgehalten 
werden kénnen. Als Resultat dieses Vorganges wird eine bedeutende 
Desorption beobachtet, die auf die Reaktion mit dem Priparat von 
Bezssonoff positiv einwirkt, so daB dieselbe viel deutlicher und schirfer 
auftritt. In entgegengesetzten Bedingungen (beim Aufbewahren in 
einer Atmosphire von CO,) wird der fixierte antiskorbutische Faktor 
vor der Zersetzung bewahrt, die Desorption von chromogenen Produkten 
ist als Folge des eingetretenen Adsorptionsgleichgewichtes beschrankt. 

Wir glauben, daB der Unterschied im Verhalten der mit Hydro- 
chinon und mit dem antiskorbutischen Faktor und seinen Derivaten 
gesiittigter Kohle zur Ausarbeitung eines analytischen Verfahrens bei- 
tragen wird und daB durch dieses Verfahren unter gewissen Bedingungen 
die Ursache der blauvioletten Farbung mit dem Reagens von Bezssonoff 
zu ermitteln sein wird. Wir gedenken weitere Versuche in dieser Richtung 
vorzunehmen. 
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Zusammenfassung. 


1. Die fiir das Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffe des 
Zitronen- und Kohlsaftes befinden sich im Zustande der molekularen 
Dispersitat. Der Dispersitatsgrad dieser Stoffe ist viel héher, als es 
fiir den antiskorbutischen Faktor selbst, der zur Klasse der Semi- 
kolloide gehért, festgestellt wurde. 

2. Die fiir das Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffe des 
Zitronen- und Kohlsaftes werden ahnlich wie das Hydrochinon und 
andere Phenole durch tierische und pflanzliche Kohle energisch ad- 
sorbiert. Eine Adsorption dieser Stoffe an der Oberfliche von Kaolin. 
Kieselgur, Talk und Silikogel wurde nicht festgestellt. 

3. Die Adsorption von Hydrochinon aus einer wasserigen Lésung 
ist umkehrbar; die Riickverdrangung von Hydrochinon von der Ober- 
flache der Kohle wird durch die Wirkung von einigen kapillaraktiven 
Stoffen verstarkt. Wird die mit Hydrochinon gesattigte Kohle ge- 
trocknet, so erfolgt eine Oxydation des Adsorptivs; unter diesen Um- 
stiinden bleibt die Reaktion von Bezssonoff aus. 

4. Werden die fiir das Reagens von Bezssonoff spezifischen Stoffe 
des Zitronen- und Kohlsaftes durch Kohle adsorbiert, so kénnen sie 
durch kapillaraktive Stoffe von der Oberflache des Adsorbenten nicht 
mehr verdrangt werden. Durch Austrocknen und. Erwiarmen der mit 
diesen Stoffen gesattigten Kohle wird die Reaktion von Bezssonof} 
in der‘ Lésung deb Desorptivs gesteigert. 

5. Werden diese Tatsachen zusammengestellt, so stimmen sie 
sehr gut mit der von Bezssonoff ausgesprochenen Behauptung, dai 
die spezifisch-violette Farbung, die bei der Anwendung seines Reagens 
erzielt wird, nicht durch das antiskorbutische Vitamin C selbst, sondern 
durch seine Zerfallsprodukte, die den Charakter von Phenolen besitzen, 
hervorgerufen wird. 
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Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. 


VIII. Mitteilung: 
Freie Ladung und Neutralsalzbeziehungen reinster Proteine. 


Von 
Takeo Ito (Morioka, Japan) und Wolfgang Pauli. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1929.) 


In einer Reihe vorausgegangener Untersuchungen war unter 
anderem gezeigt worden, da die direkte elektrochemische Unter- 
suchung reinster elektrolytfreier Proteine wichtige Aufklarungen 
zu geben vermag. In der vorliegenden wird zunichst an einigen Bei- 
spielen gezeigt, wieweit Beziehungen zwischen den Ergebnissen der 
verschiedenen zur elektrochemischen Charakterisierung der Proteine 
verfiigbaren Methoden bestehen. Als solche kommen vor allem in 
Betracht: Die Leitfaihigkeits- und H-Aktivitaétsmessung in den hoch- 
gereinigten EiweiSlésungen sowie die Untersuchung ihrer Elektro- 
phorese. Ferner die Bestimmung des isoelektrischen Punktes, das 
Verhalten gegen Neutralsalze sowie die Ermittlung des’ Bindungs- 
maximums fiir Séuren und Laugen, also der Héchstzahl reaktions- 
fahiger positiver bzw. negativer Gruppen. 

Die auf dem Gebiet der elektrochemischen Charakterisierung 
der EiweiSkérper selbst hinsichtlich fundamentaler Fragen vorhandenen 
Liicken treten in dieser vorlaufigen, bereits vor 2 Jahren abgeschlossenen 
Untersuchung besonders deutlich hervor, auf deren Resultate zum 
Teil bereits in einigen vorausgegangenen Veréffentlichungen! aus 
dem Institut Bezug genommen wurde. 








1 Pauli und Th. Stenzinger, diese Zeitschr. 205, 71, 1929; Pauli, eben- 
daselbst 202, 337, 1928; Pauli und E. Weiss, ebendaselbst 203, 103, 1928; 
Pauli, Klin. Wochenschr. 8, 673, 1929. 
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1. Material und Methodik. 


Herstellung der Eiweiflésungen. Auf die schonende Gewinnung 
reinster elektrolytfreien Materials muBte das gré8te Gewicht gelegt 
werden. Wie insbesondere die Leitfaihigkeitswerte erkennen lassen 
konnte dieses Ziel sehr vollstandig erreicht werden. 


Glutin. 10g Gelatine ,,Goldmarke“ wurden 6 Tage dialysiert, indem 
man die zerkleinerte Gelatine in einem Zylinder von etwa 1,5 Liter Inhalt 
in destilliertes Wasser unter Toluolzusatz einbrachte, von Zeit zu Zeit 
umriihrte und das Wasser tiglich zweimal wechselte. Hierauf wurde sie 
in einem Paulischen Elektrodialyseapparat 30 Stunden, anfangs unte1 
zweistiindigem, spater dreistiindigem Wasserwechsel, bei 220 Volt elektro- 
dialysiert. 

Das auf diese Weise gereinigte Glutin wurde vorsichtig bei 35°C ge- 
schmolzen und in einer gut gereinigten Flasche mit Toluol (Katlbaum, 
»frei von Schwefel‘‘), das vorher mit Wasser fiinfmal gewaschen worden 
war, iiberschichtet aufbewahrt. 

Die Lésung hatte eine Leitungsfahigkeit von 8,74.10—* rez. Ohm 
(ohne Wasserkorrektur) bei einem Trockengehalt von 2,262°, und war 
im Gelzustand undurchsichtig und milchweib. 

Pseudoglobulin und Seralbumin. 2,5 Liter frisches Pferdeserum wurden 
mit einem halben Volumen kalt gesattigter Ammonsulfatlésung versetzt, 
in einem Eisschrank iiber Nacht stehengelassen und filtriert. 

Das klare Filtrat wurde mit einem Drittel Volumen gesattigter Ammon- 
sulfatlésung versetzt und im Eisschrank iiber Nacht stehengelassen, wobei 
das Pseudoglobulin ausfiel, welches abfiltriert und mit halbgesattigter 
Ammonsulfatlésung gewaschen wurde. Dieser Niederschlag wurde mittels 
eines Spatels vom Filtrierpapier entfernt, sein Volumen gemessen, dann 
in Wasser gelést und mit einer berechneten Menge gesiattigter Ammon- 
sulfatlésung versetzt, um das Pseudoglobulin wieder bei Halbsattigung 
auszufallen. (Auf das im Niederschlag enthaltene Ammonsulfat wurde in 
der Weise Riicksicht genommen, daB man annahm, er enthalte eine Menge 
Ammonsulfat, die seinem halben Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung 
entspreche.) Dann wurde abfiltriert, gewaschen und schlieSlich in einer 
méglichst kleinen Menge Wasser gelést. Diese Lésung wurde zuerst unter 
Druck in einem Pergamentpapiersickchen mit einem Steigrohr bei Toluol- 
zusatz dialysiert, um auf diese Weise eine zu starke Verdiinnung durch 
hineindiffundierendes Wasser zu vermeiden. Nach 4 Tagen wurde sie — 
ihre Leitfahigkeit betrug 5,94 . 10—-* rez. Ohm — in einem Faltendialysator 
durch 34 Tage bis zur Leitfihigkeit von 8,62 .10—° rez. Ohm dialysiert. 

Hierauf wurde von dem wiahrend der Dialyse noch ausgefallenen 
Euglobulin abfiltriert und im Elektrodialyseapparat (unter Vorschaltung 
von drei Metallfadenlampen) bei 220 Volt und wiederholtem Wasserwechsel 
(anfangs zweimal in einer Stunde) durchstrémt, wobei bald eine Triibung 
eintrat, indem nachtraglich ein Teil des Globulins ausfiel, wabrend sich 
das Dialysat gleichzeitig allmahlich in zwei Schichten teilte. Nach 6 Stunden 
konnte man die Vorschaltlampen auf zwei, dann auf eine vermindern und 
schlieBlich fortlassen. 

Die Elektrodialyse dauerte insgesamt 22 Stunden, wobei die Schichtung 
schon 7 Stunden nach Beginn der Durchstrémung ausgiebig war. Die 
obere Schicht, welche kein Globulin enthielt, wurde abpipettiert, die ver- 
bleibende Lésung herausgehebert und filtriert. Sie hatte einen Trocken- 
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gehalt von 2,424°, und (ohne Wasserkorrektur) eine Leitfahigkeit von 
5,56 . 10-® rez. Ohm. 

Eine Probe der Lésung, einem kataphoretischen Versuche unterzogen, 
wies Wanderung zur Kathode auf. 

Die Lésung wurde dann noch 42 Stunden bei 220 Volt weiter elektro- 
dialysiert und die entstehende obere, sehr eiweiBarme Schicht entfernt. 
Die auf diese Weise gereinigte Pseudoglobulinlésung hatte eine Brutto- 
leitfahigkeit von 4,13 . 10—* rez. Ohm bei einem Trockengehalt von 2,856 °%. 

Das Filtrat vom Pseudoglobulin wurde mit Ammonsulfat ganz ge- 
sattigt und im Eisschrank tiber Nacht stehengelassen, wobei das Albumin 
ausfiel, das abfiltriert, mit gesattigter Ammonsulfatlésung gewaschen und 
darauf in einer méglichst kleinen Menge Wasser gelést wurde. 

Diese Lésung wurde zuerst im Sackdialysator unter Druck und dann 
weiter im Faltendialysator 27 Tage bis zur Leitfahigkeit von 1,13 . 10—* rez. 
Ohm dialysiert. Hierauf wurde sie unter Vorschaltung von zwei, dann 
einer Kohlenfadenlampe und schlieBlich ohne Widerstand bei 220 Volt 
durch 4 Tage elektrodialysiert, wobei die sich bildende wiisserige obere 
Schicht abpipettiert und durch die vordialysierte Albuminlésung ersetzt 
wurde, welches Verfahren noch einmal wiederholt wurde. Die auf diese 
Weise gereinigte Seralbuminlésung wurde schlieBlich filtriert und hatte 
eine Bruttoleitfaihigkeit von 6,19. 10—* rez. Ohm bei einem Trockengehalt 
von 2,344%. 

Ovalbumin. Das vom Dotter sorgfailtig abgetrennte Eiklar von zehn 
Eiern wurde geschlagen, dann mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnat, 
mit Toluol gut geschiittelt und 8 Tage dialysiert, wodurch die Leitfahigkeit 
der Lésung auf 3,56. 10—* herunterging. ' 1 

Hierauf wurde die Lésung durch 22 Stunden hindurch der Elektro- ; 
dialyse unter allmahlicher Erhéhung der Spannung auf 220 Volt unter- 
zogen, wobei die entstehende obere Schicht entfernt und durch Wasser 
ersetzt wurde. Dann wurde vom ausgefallenen Globulin abfiltriert und 
noch 3 Tage weiter bei 220 Volt elektrodialysiert, wobei die entstehende 
obere Schicht wieder entfernt und durch Wasser ersetzt wurde, bis die 
Lésung eine Leitfahigkeit von 1,75 . 10-5 rez. Ohm zeigte und mit Ammon- 
sulfat halbgesattigt keine Triibung mehr gab. Sie hatte einen Trocken- 
gehalt von 1,979%. 


Die erzielten Bruttoleitfahigkeiten und der Trockengehalt der 
Stammlésungen sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt: 





Tabelle I. 
Ovalbumin Seralbumin Glutin Pseudoglobulin 
Gehalt, %. . . | 1,979 2,344 2,262 2.424 
x.10° rez. Ohm | 17,5 6,196 8,74 5,56 
Methodik. 


Zur vorliegenden Untersuchung haben wir einen Uberfiihrungs- 
apparat nach Landsteiner und Pauli! benutzt, der zwischen den Elektroden 

1 In der spiter noch von Pauli verbesserten Ausfiihrung von Fritz 
Kohler, Leipzig. 


Biochemische Zeitschrift Band 213. 7 
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eine Entfernung von 73 cm und zwischen den beiden Hahnen des mittleren 
U-Rohres, das wie die seitlichen einen gleichmaéBigen Durchmesser von 
0,5 em hatte, eine solche von 17 cm besab. 


Zum Zwecke der Untersuchung des Salzeinflusses auf die Wanderung 
wurde die jeweilig verwendete Stammlésung zuerst auf 1% verdiinnt 
und dann mit dem gleichen Volumen Salzlésung von verschiedener Kon- 
zentration gemischt, um eine Lésung von 0,5% Eiwei® und der gewiinschten 
Salzkonzentration zu gewinnen. 


Nachdem man den Apparat vorerst gut mit Wasser gewaschen, das 
U-Rohr zweimal mit Untersuchungslésung durchgespiilt und mit derselben 
Lésung bis tiber beide Hahne gefiillt hatte, wurde die Apparatur zur Er- 
reichung des Temperaturausgleiches zwischen der Lésung und der Um- 
gebung einige Zeit stehengelassen. Hierauf wurden die Hahne geschlossen 
und der iibrige Teil des Apparats gut gereinigt, dann mit Uberschichtungs- 
lésung, die dasselbe Salz von gleicher Konzentration wie die Eiwei8mischung 
enthielt, zweimal durchgespiilt und gefiillt; nach einiger Zeit wurden die 
Hahne sorgsam geédffnet und der Strom eingeschaltet. 


Am Ende der elektrischen Durchstr6mung von bekannter Dauer und 
Spannung wurden die Hahne geschlossen, der Inhalt des U-Rohres oberhalb 
der Hahne mittels einer kleinen Pipette entnommen und auf seinen Eiweif- 
gehalt gepriift. Auf Vermeidung von Warmekonvektion, mechanische 
Stérungen usw. wurde sorgfaltig geachtet, ferner wurden die Versuche in 
Serien unter Umkehr der Stromrichtung im gleichen Apparat wiederholt. 


Zum Zweck de~ EiweiSbestinmung haben wir Fallungsreaktionen 
angewendet und die eintretende Triibung bzw. Opaleszenz mit derjenigen 
einer Vergleichslésung verglichen, um die gewanderte EiweiiBmenge, wenn 
auch nur schatzungsweise, feststellen zu kénnen. 

Als Fallungsmittel fiir Ovalbumin, Seralbumin und Pseudoglobulin 
wurde bei Anwesenheit von einwertigen Metallsalzen Sulfosalizylsaéure, in 
Anwesenheit von zweiwertigen Metallsalzen Trichloressigsiure und fiir 
Glutin immer Briickesches Reagens verwendet. 


In ausgedehnten Vorversuchen wurden die optimalen Bedingungen 
fiir die Eiwei®Bfallungsreaktionen ermittelt und die Verwendung abgestufter 
Vergleichslésungen zur Schaétzung der Eiweiimengen aus dem Triibungs- 
grad durchgeprobt. Von einer Wiedergabe der Versuchsreihen wird hier 
abgesehen. 

Zur potentiometrischen Messung der H*-Aktivitat diente stets Paulis 
rotierbare Gaselektrode. Die MeBtemperatur betrug 20°C. Die Leit- 
fihigkeitsbestimmungen fanden im elektrisch geheizten und regulierten 
Thermostaten bei 25 + 0,01°C statt. 


2. Einflu8 von Neutralsalzen auf die Kataphorese des Ovalbumins, Ser- 
albumins und Glutins. 


Wir bringen zunachst in der folgenden Tabelle die Daten iiber 
das elektrochemische Verhalten der reinen Eiwei8kérper. Zur Uber- 
schichtung diente im Uberfiihrungsapparat eine KCl-Lésung von 
praktisch der gleichen Leitfaihigkeit wie die betreffenden Eiweib- 
lésungen. 
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Tabelle II. 


Kataphorese der reinen Proteine (Durchstrémungsdauer 60 Minuten, 
Spannung zwischen den Elektroden 60 Volt). 











x . 106 Gewanderte Eiweifs- 
spezifische Leitfihigkeit der ye menge zur 
Eiweif (0,5 %/o) pe | i) oa ee 
FiweiBlésung Uberschichteten H Anode Kathode 
. 8 K ClsLésung mg mg 
Ovalbumin ‘ 10,1 13.6 4,74 | 4,6 + Spur 
Ge ow 6,23 6,82 5,18 | 4,98 + — 
Seralbumin . . 48 5,89 5,34 | 4,99 + Spur 


* Die isoelektrischen Punkte J wurden mit Hilfe des Acetatpuffers kataphoretisch bestimmt : 
Acetat 0,005 n, Eiweif 0,5 °!9. Die Hslonen wurden potentiometrisch ermittelt ; Durchstrémungs- 
dauer 30 Minuten, Spannung zwischen den Elektroden 90 Volt. 

Ovalbumin zeigte bei Py = 4,75 und 467 anodische, bei 4,60 doppelsinnige (mehr ano- 
dische) und bei 4,58 und 4,47 kathodische Wanderung. F 

Seralbumin zeigte bei Py = 5,18 anodische, bei 4,99 doppelsinnige und bei 4,89 kathodische 
Wanderung. 

Glutin zeigte bei Pq = 5,22 und 5,07 anodische, bei 4,98 doppelsinnige und bei 4,92 katho- 
dische Wanderung. 


Die obigen EiweiSkérper ordnen sich in dieser Verdiinnung mit 
ihrer Leitfahigkeit in der gleichen Reihenfolge zunehmend wie nach 
ihrem sauren Charakter, also nach abnehmendem py. Die isoelektrischen 
Punkte liegen hier simtlich bei einem kleineren pg als dem'der reinen 
0,5 °%,igen Proteinlésung und stimmen in dieser Hinsicht mit friiheren 
Beobachtungen iiberein (F. Modern und Pauli'). 


Der iiberwiegend anodische Wanderungssinn dieser Eiwei8kérper 
ist langst festgestellt. Diese Wanderung ist beim starkst sauren 
Ovalbumin am ausgiebigsten, wiewohl unter den gewahlten Versuchs- 
umstanden — Uberschichtung mit einer nahe gleich leitenden KCI- 
Lésung — bei diesen Proteinen, bis auf das Glutin, auch eine geringe 
kathodische Wanderung? nachweisbar war. 


In den folgenden Tabellen III und IV sind nun zunachst die Er- 
gebnisse der Elektrophorese mit Neutralsalzzusatz am Ovalbumin 
und Seralbumin wiedergegeben. 


1 Diese Zeitschr. 156, 482, 1925. 

2 Wahrscheinlich spielen hier die angegebenen geringen Leitfaihigkeits- 
unterschiede zwischen Uberschichtungsfliissigkeit und EiweiB eine Rolle. 
Beim Glutin war diese Differenz am kleinsten. Bei der Bestimmung der 
Elektrophorese mit Pufferzusatz und bei den folgenden mit Neutralsalz- 
zugabe findet eine praktisch vollstandige Nivellierung der Leitfahigkeit 
in der Gegend der Grenzschicht statt. Hier tritt eine strenge Einsinnigkeit 
der Wanderung reiner in Erscheinung. Nach weiteren Erfahrungen am 
Institut empfiehlt es sich, itber elektrolytfreien Proteinen die Leitfahigkeit 
der Uberschichtungsfliissigkeit méglichst genau gleich oder nur wenig 
kleiner zu wahlen. 


7* 
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Tabelle III. 


Kataphorese des Ovalbumins und Seralbumins bei Alkalichloridzusatz 
(Durchstr6mungsdauer 60 Minuten, Spannung zwischen den Elektroden 
30 Volt). 











Wanderungsrichtung 
Salz- — —_—— —— —- 

Nr. konzentration Ovalbumin (0,5 9/9) Seralbumin (0,5 /o) 

Mol im Liter KCI NaCl | Lic Kkcl | NaCl Lic! 
1 0,00156 — | anodisch —- oo anodisch — 
2 0,00625 — Ni et es a oF 
3 0,025 ‘ -- anodisch A anodisch 
4 0,05 — ” ee ~ ” 
5 01 anodisch | . anodisch i % ee 
6 0,2 ” ” ” ” ” ” 

Tabelle IV. 


Kataphorese des Ovalbumins und Seralbumins bei Erdalkalichloridzusatz 
(Durchstrémungsdauer 60 Minuten, Spannung zwischen den Elektroden : 
Nr. 1 bis 4 60 Volt, Nr. 5 bis 7 30 Volt). 














os Wanderungsrichtung 
alze —-—-- ----- —-— 
Nr. konzentration Ovalbumin (0,5 °/9) Seralbumin (0,5 °/9) 
iMol im Liter Ba Cl, CaCl, MgCl, BaCl, CaCl, MgCl, 
1) 0,00156 ~ anodisch | _ -- — — 
2); 0,00312 _ na _- _ _- _- 
3} 0,00625 anodisch a anodisch anodisch anodisch | anodisch 
4 0,0125 ” n ” ” ” ” 
5 | 0,025 | doppel- * ‘ a . 
sinnig, 
mehr 
anodisch 
6 0,05 , doppel-  ebenso | doppel- ‘ doppel- doppel- 
sinnig, sinnig, sinnig, sinnig, 
I mehr mehr mehr mehr 
anodisch anodisch anodisch anodisch 
7 0,1 ebenso doppel- doppel-  doppel-  doppel- | doppel- 
sinnig sinnig sinnig, sinnig sinnig 
mehr 
anodisch 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Chloride der Alkali- 
metalle bis zur Konzentration 0,2 n nicht imstande sind, bei der ver- 
wendeten Spannung den anodischen Wanderungssinn von Ovalbwmin 
und Seralbumin erkennbar abzuschwachen oder auch nur eine doppel- 
sinnige Wanderung hervorzurufen. Dagegen vermégen die Erdalkali- 
chloride von Konzentrationen iiber 0,05 n die rein anodische Wanderung 
von Ovalbumin und Seralbumin zu unterdriicken und in eine doppel- 
sinnige zu verwandeln. Eine Umkehr der Wanderungsrichtung in 
eine itiberwiegend kathodische erfolgt jedoch nicht. 
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Wesentlich abweichend verhalt sich jedoch die Glutin-Kataphorese 
auf Salzzusatz, wie die folgenden Versuche lehren. 

















Atz 
en 
Tabelle V. 
Kataphorese des Glutins (0,5°%) in Alkalichloriden (Durchstrémungsdauer 
60 Minuten, Spannung zwischen den Elektroden: Nr. 1 bis 3 60 Volt, 
Nr. 4 bis 6 30 Volt). 
Nr Salzkonzentration _Wendesungerichtung $3 
ye Mol im Liter KCl NaCl LiCl 
th 7 
1 0,0031 anodisch anodisch 
2 0,0062 . - : 
3 0,0125 ~ ‘a -— 
+ 0,05 anodisch ‘i anodisch 
5 0,1 doppelsinnig doppelsinnig doppelsinnig 
6 0,2 n ‘ - 
tz 
oi Tabelle VI. 
— Kataphorese des Glutins (0,5°%) bei Erdalkalisalzzusatz (Durchstrémungs- 
dauer 60 Minuten, Spannung zwischen den Elektroden: Nr. 1 bis 7 60 Volt, 
Nr. 8 bis 10 30 Volt). 
Salz- Wanderungsrichtung 
Nr. konzentration po — 
Mol im Liter Ba Cl, CaCl, Ca(CNS)o MgCl, MgSO, 
h 1 | 0,000195 anodisch anodisch anodisch anodisch a 
2, 0,00039 " 3 n ‘ — 
3 0,00078 doppel- doppel- doppel- doppel- — 
sinnig, sinnig, sinnig, sinnig, 
mehr mehr mehr mehr 
anodisch anodisch anodisch anodisch 
4  0,00156 doppel- doppel- ebenso doppel- — 
sinnig sinnig sinnig 
: 5 0,00412 kathodisch kathodisch  doppel- —_ kathodisch — 
. sinnig, . 
mehr 
kathodisch 
6 0,00625 . ‘ ebenso - — 
7 0,0125 ~ eS kathodisch anodisch 
| 8 0,025 -- e — — ‘n 
I 9 0,05 — ‘ kathodisch — doppel- 
_ sinnig, 
mehr 
¥ anodisch 
- 10. 0,1 _— _ — -- doppel- 
! sinnig 
f Bereits in n/10 Alkalichloridlésungen zeigt Glutin keine itiber- 
. wiegend anodische Wanderung mehr, sondern eine symmetrische 


doppelsinnige Elektrophorese. 
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Noch augenfalliger wird das unterschiedliche Verhalten des Glutins 
gegeniiber den Albuminen bei Anwesenheit von Erdalkali- bzw 
Magnesiumchlorid. Schon in einer Lésung von 7,8. 10~‘n beginnt 
hier dic Wanderung doppelsinnig zu werden. In 1,56. 10~' n ist ihr 
iiberwiegend anodischer Charakter verschwunden. In 4 . 10-3 n Me’ Cl, 
(Me™ fiir eines dieser Metallionen) ist bereits eine Umladung des 
Glutins, erkennbar an der kathodischen Uberfiihrung, eingetreten, die 
sich bis n/10 nicht andert. 

Dagegen verhalt sich das 2—2-wertige MgSO, gegen Glutin 
durchaus analog den 1—1l-wertigen Alkalichloriden, vermag also 
— jedoch bereits in niedrigerer Konzentration (0,05 n) als diese — 
neben der noch iiberwiegend anodischen auch kathodische, in n/10 
gleichmaBig doppelsinnige Wanderung hervorzurufen. 

Bemerkenswert ist ferner, daB das Ca(CNS), merklich schwacher 
die anodische Wanderung des Glutins unterdriickend bzw. in kathodische 
umwandelnd wirkt als CaCl,. 


8. Die Kataphorese des Pseudoglobulins. 


Die Lésung des durch Elektrodialyse gereinigten Pseudoglobulins 
(2,856 °%,) ergab, auf 05°, verdiinnt, eine Leitfaihigkeit von 
3,09.10~-® rez. Ohm und eine H-Ionenkonzentration von pg = 5,72. 

Ihr isoelektrischer Punkt wurde unter den gleichen schon er- 
wahnten Bedingungen elektrophoretisch bestimmt: Es fand sich bei 
pu == 6,35 und 5,77 anodische, bei 5,55 doppelsinnige und bei 5,34 
und 5,13 kathodische Wanderung. (Das Alkoholfillungsoptimum 
trat hier nicht ganz scharf ein.) 

Die reine Lésung des Pseudoglobulins (0,5°) wies kathodische 
Wanderung auf. Da dieses Verhalten des Pseudoglobulins ganz un- 
erklarlich erscheint, wenn man die H-Ionenkonzentration (pg = 5,27) 
und den isoelektrischen Punkt (pq = 5,55) seiner reinen Lésung in 
Betracht zieht, seien hier zur naheren Orientierung die Resultate 
der diesbeziiglichen wiederholten Versuche angefiihrt. 


Tabelle VII. 
Kataphorese des reinen Pseudoglobulins. 





Leittabigkeit Durch Gewanderte Eiweifimenge 





der Uber- Spennun 7 
Ne gence, | zatienycem | strgmanes i: 
in rez. Ohm in Volt in Min. i) zur Anode zur Kathode 
1 3,99 . 10-8 60 60 0,025—0,00 | 0,1 
2 399.10 | 60 60 0,025 0,1 
3 8,99 . 10-® 60 60 | 0,025 0,1—0,05 
4 -— 90 45 | 0,025 0,1 
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Zu anderem Zwecke wurden von Pauli und Stenzinger (I. c.) 
Untersuchungen an einem anderen Pseudoglobulin hoher Reinheit 
vorgenommen und der kathodische Wanderungssinn im elektrischen 
Felde bestatigt. Mittels Zusatz von KOH wurde ferner die isoelektrische 
Reaktion hergestellt, die von ihnen sowohl durch Elektrophorese 
als auch durch Feststellung des Alkoholfallungsmaximums bei 
dy = 8,23.10-7n entsprechend einem pg = 6,08 gefunden wurde, 
wihrend sich oben bei Anwendung von Essigacetatpuffer pa = 5,55 
ergeben hatte. 

Pauli und Stenzinger konnten weiter zeigen, daB der kathodische 
Wanderungssinn des Pseudoglobulins auch bei E D und bei anschlieBender 
Elektrophorese, beide in N-Atmosphare ausgefiihrt, in der gleichen 
Weise nachweisbar ist, also nicht von einer Reaktion dieses Proteins 
mit der CO, der Luft herriihren kann. be 

In weiteren Versuchen wurde nun der EinfluB des Anions auf 
die Elektrophorese des Pseudoglobulins gepriift. 


Tabelie VIII. 


Kataphorese des Pseudoglobulins bei Salzzusatz (Durchstrémungsdauer 
60 Minuten, Spannung zwischen den Elektroden: Nr. 1 bis 12 90 Volt, 
Nr. 13 bis 15 60 Volt). 

1 








kon ae Wanderungsrichtung 
Nr. geAquivalent ——— — _————_—__—_—_—__—— —_—— 
ten Liter KCI K, SO, K3(FeCN), K,(FeCN), 
1 0,00090978 _ — — kathodisch 
2 0,00009156 — _ — » 
3  —-0,00000312 - — — doppelsinnig, 
mehr kathod. 
4 0,00000625 _ -- kathodisch ebenso 
5 =0,0000125 _ — Pa - 
6 | 0,009025 _— ~- doppelsinnig,  doppelsinnig, 
mehr kathod. mehr anodisch 
7 ~=0,00005 —_ kathodisch doppelsinnig, anodisch 
mehr anodisch 
8 0,0001 -- ‘ anodisch -- 
9  0,0002 — doppelsinnig, “ anodisch 
mehr kathod. 
10 0,00039 - doppelsinnig, a _ 
mehr anodisch 
11 , 0,00078 -- anodisch - _- 
12 =0,00156 kathodisch gf os - 
13, 0,00312 - ‘ — — 
14. -0,0125 doppelsinnig, _- — _ 
mehr kathod. 
15 0,05 doppelsinnig _ — — 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB in KCl von 0,05n die 
urspriinglich fast rein kathodische Wanderung in eine doppelsinnige, 
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nach beiden Seiten gleiche verwandelt wird. K,SO, mit seinem zwei- 
wertigen Anion vermag schon in 0,00039 n die Wanderung iiberwiegend 
anodisch und in 0,00078n bereits rein anodisch zu machen. Das 
dreiwertige Ferricyanion fihrt den Umschlag der Elektrophorese 
in 5.10~5n, das vierwertige Ferrocyanid bereits in 2,5.1075n 
Konzentration herbei. 


4. Uberblick der Ergebnisse. 


Als ein Hauptergebnis der angefiihrten Beobachtungen kann 
zunachst betrachtet werden, daB die Bedeutung des gegenwartig zur 
Charakterisierung der verschiedenen EiweiBkérper — und selbst fiir das 
Verhaltnis verschiedener Zellanteile in vivo — heute in den Vorder- 
grund gestellten, in der tiblichen Weise bestimmten isoelektrischen 
Punktes in einem anderen Lichte erscheint und in wesentlichen Punkten 
eine Einengung erfahrt. 

Auf Grund der Arbeiten von L. Michaelis wird ganz allgemein 
aus der Lage eines isoelektrischen Punktes auf der sauren Seite py J < 7 
angenommen, da der reine EiweiBkérper tiberwiegend als Saure 
dissoziiert (kg > k,) und somit ein UberschuB freier negativer Protein- 
ladungen vorhanden ist?. 

Nach unseren Erfahrungen miissen wir nun feststellen, daB nach 
der Lage von J eines Proteins nicht einmal eine sichere Voraussage seines 
Wanderungssinnes im reinen Zustande méglich ist. Pseudoglobulin 
mit J = 5,55 (bei KOH-Zusatz 6,05), also auf der sauren Seite, wandert 
stark kathodisch — und zwar auch bei Fernhalten von Kohlensaure, 
Hamoglobin dagegen, mit einem im Neutralpunkt gelegenen py = 7,00, 
zeigte erst nach mehrstiindiger Durchstrémung eine eben erkennbare 
spurenweise kathodische Uberfiihrung, wie  sorgfiltige Versuche 
W. Schwarzachers am Institut mit hochgereinigtem Material lehrten. 

In mancher Hinsicht besonders aufschluBreich erwies sich weiter 
das fiir die elektrochemische Charakterisierung der reinsten Eiweif- 
kérper bisher kaum herangezogene Verhalten ihrer Elektrophorese 
in Anwesenheit von Neutralsalzen. 

Falls nicht extreme Divergenzen in der Beweglichkeit, Masse 
und Wertigkeit zwischen positiven und negativen Proteinionen in 
Betracht kommen, gibt der Wanderungssinn des reinen elektrolyt- 
freien Proteins das Vorzeichen seiner UberschuSladung an, das bei 
den anodisch wandernden Proteinen, Ovalbumin, Seralbumin und 
Glutin, negativ ist. Ein Aufhéren der einsinnigen Wanderung in An- 


1 Beziiglich des gegenwartigen Standes der Frage der isoelektrischen 
Reaktion der Proteine vgl. das eben erschienene Buch _ ,,Elektrochemie 
der Kolloide‘‘ von Pauli und Valké. Wien, J. Springer, 1929. 
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wesenheit eines Neutralsalzes wiirde im Sinne der Theorie der inter- 
ionischen Krafte eine Inaktivierung der freien EiweiBladung durch 
die Kationen des Salzes bedeuten. Eine solche 1aBt sich bei Ovalbwmin 
und Seralbumin durch die Kationen der Alkalimetalle bis 0,2 n Kon- 
zentration nicht! nachweisen. 

DaB schlieBlich in hchen, eine direkte elektrophoretische Priifung 
des anwesenden Proteins kaum mehr zulassenden Alkalisalzkonzentrationen 
eine solche Inaktivierung der Proteinionen erfolgt, geht mit Sicherheit 
aus der auf diesem Wege erzielbaren vollstandigen Fallbarkeit der Albumine 
hervor. Alle hier hervorgehobenen Unterschiede beziehen sich auf den der 
Untersuchung noch gut zugiinglichen Konzentrationsbereich bis 0,2 n. 


Dagegen vermégen die zwei- und einwertigen Neutralsalze der 
Erdalkalimetalle und des Mg die negative UberschuSladung dieser 
Albumine schon in Konzentrationen gegen 0,05n zu inaktivieren. 
Trotz der groBen Differenz des J zwischen dem weit mehr sauren 
Ovalbumin und dem Seralbumin hat sich ein merklicher Unterschied 
im inaktivierenden Effekt der angefiihrten zweiwertigen Kationen 
auf die beiden EiweiBkérper nicht finden lassen. Nach den Beob- 
achtungen von Pauli und M. Schén® tritt jedoch ein solcher bei An- 
wendung des, wie die Erdalkalisalze, mit den Proteinen véllig reversible 
Verbindunger. gebenden ZnCl, sehr deutlich zutage, indem dieses 
in niederen Konzentrationen (GréBenordnung 10~*n) dem weniger 
sauren Seralbumin, nicht aber dem Ovalbumin einen doppelsinnigen, 
bei héherem Salzgehalt einen tiberwiegend kathodischen Wanderungs- 
sinn zu erteilen vermag. Der starkere inaktivierende Effekt des Zinkions 
diirfte in erster Linie mit dessen kleineren Atomvolumen zusammen- 
hangen. 

Ganzlich abweichend von diesen Albuminen verhalt sich das 
reine Glutin, trotzdem dessen isoelektrische Reaktion py = 5,00 
praktisch mit der des Seralbumins zusammenfallt. Seine rein anodische 
Wanderung wird schon in n/10 Alkalichlorid doppelsinnig, seine negative 
Ladung ist also relativ leicht inaktivierbar. Noch leichter erfolgt 
diese Inaktivierung — schon in Konzentrationen von der GréBen- 
ordnung 10~4n merkbar — durch Erdalkalichloride, die in 3 . 10—* n 
bereits die Wanderung umkehren, also das Glutin wmladen. Verwendet 
man statt des MgCl, das 2—2 wertige Mg SQ,, so bleibt diese Umladung 
aus, der Effekt beschrankt sich, wie bei den Alkalichloriden, auf eine 
Inaktivierung, nur tritt die doppelsinnige Uberfiihrung zufolge der 


1 Altere vorlaufige elektrophoretische Versuche von M. Spiegel-Adolj, 
die auf Veranlassung von Pauli ausgefiihrt wurden und nach denen 
Alkalisalze in héheren Konzentrationen die Albumine elektropositiv auf- 
laden sollten, konnten nicht bestdtigt werden, damit entfallen auch die 
von Pauli (Kolloid-Zeitschr. 40, 185, 1926) daran gekniipften Bemerkungen. 

2 Diese Zeitschrift 158, 253, 1924. 
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verstarkten, interionischen Wechselwirkung der negativen Eiweif 
ladung mit dem Mg** schon in niedrigeren Konzentrationen auf. Dic 
volistandige Umladung wird offenbar durch die erhéhte interionische 
Wechselwirkung vorhandener positiver Ladungen des Glutins mit 
dem zweiwertigen SO,~ oder durch die Herabsetzung der Mg**-Aktivitat 
seitens des SO,~, wahrscheinlich durch diese beiden Faktoren, in dem 
untersuchten Konzentrationsbereich gehemmt. Die im Vergleich mit 
CaCl, merklich schwichere Wirkung des gleichfalls 2—1 wertigen 
Ca(SCN,) ist wohl auf die geringere Aktivitat dieses Salzes zuriick- 
zufiihren, die im Sinne von Pauli mit der exzentrischen Ladungs- 
verteilung und starkeren Polarisierbarkeit des SCN-Ions zusammen- 
hangen diirfte. Doch ist hier daneben die, im Vergleich zu Cl, aus dem 
gleichen Grunde starkere Inaktivierbarkeit des SCN durch positive 
Gruppen am Eiweif in Betracht zu ziehen. 

Von einer auBerordentlichen Empfindlichkeit gegen Neutralsalze 
ist das kathodisch wandernde Pseudoglobulin, dessen positive Uberschu8- 
ladung somit durch die Anionen der Salze inaktiviert wird. Diese 
Wirkung ist bei Alkalisalzen fiir das Cl-Ion in der GréBenordnung 
von 10~? n, fiir SO? ~ bei 10~4, fiir Fe Cy; ~~ bei 10—5 n und fiir Fe Cy, ~~~ 
bei 10-7 n bereits erkennbar. Sie entspricht durchaus der Reaktions- 
fahigkeit. hochempfindlicher, elektrokratischer anorganischer Kolloide. 
Wenn man von den bégleitenden Anderungen in der Lésungsstabilitat 
bei den letzteren absieht und nur die Aufhebung der freien Ladung 
betrachtet, so gilt fiir den Anioneneffekt auf das Pseudoglobulin ein 
ungefahres Analogon der Schulze-Hardyschen Wertigkeitsregel. Ver- 
gleicht man mit dem anodisch wandernden, somit durch Kationen 
inaktivierbaren Glutin, so zeigt dieses gegen ein- und zweiwertige 
Kationen eine um rund eine GréBenordnung héhere Entladungsgrenze, 
also erheblich geringere Empfindlichkeit als das Pseudoglobulin. 

Einen bemerkenswerten Unterschied zeigt die Elektrophorese 
des Pseudoglobulins gegeniiber der des Euglobulins. Das letztere 
wandert nach Beobachtungen von A. Fodor und von WM. Spiegel- 
Adolf, in 0,1 bis 0,2n Alkalichlorid gelést, kathodisch, wahrend das 
Pseudoglobulin schon in 0,05n KCl rein doppelsinnige Wanderung 
aufweist, also keinerlei freie positive Ladung erkennen 1aBt. 

Macht man mit Pauli die Annahme, da in reinsten Lésungen 
das Protein zu einem mehr oder minder groBen Anteil oder zur Ganze 
in Form von polyvalenten Zwitterionen! vorliegt, dann wird man 
folgerichtig auch den Teilchen mit freier UberschuBladung den gleichen 
Charakter zuschreiben, also positive und negative Polyvalenz, nur 
mit ungleicher Zah] der Ladungen verschiedenen Vorzeichens. Ein 


1 Klin. Wochenschr. 8, 673, 1929; vgl. Pauli und Th. Stenzinger, 1. c. 
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solcher, bisher noch nicht aufgestellter Typus von Zwitterionen ware bei 
einem Uberschu8 d der negativen Ladung etwa allgemein + ™A~™ + ® 
zu schreiben. Bei derartigen polyvalenten Zwitterionen mit freier Ladung 
ware eine Inaktivierung bis zur Aufhebung des Ladungsiiberschusses 
durch Salze sowie die Umladung durch héherwertige Gegenionen 
aus den elektrostatischen interionischen Wechselwirkungen unschwer 
zu verstehen. Das Ergebnis wird dabei das gleiche sein, ob man fiir 
die Inaktivierung der UberschuSladung durch ein symmetrisch 
1—1wertiges Neutralsalz, etwa KCl, die héhere Wertigkeit (m+ d) 
oder die héhere Konzentration der in wenig verschiebbaren Abstanden 
auf der Oberflache des Proteinteilchens angeordneten negativen 
Ladungen in Rechnung zieht. 

DaB auch fiir das Verhalten gegen Neutralsalze die Lage von J eine 
sichere Vorhersage nicht gestattet, zeigt der gewaltige Unterschied in 
der Beeinflu8barkeit der Elektrophorese von Glutin und Seralbumin 
trotz ihres gleichen isoelektrischen Punktes. 

Eine gewisse elektrochemische Charakterisierung der Proteine 
ist durch die vergleichbare Feststellung des maximalen Saure- bzw. 
Basenbindungsvermégens derselben méglich, welches die pro Gewichts- 
einheit EiweiB verfiigbare Héchstzahl positiver oder negativer Gruppen 
ergibt. Man kann nun die Frage aufwerfen, ob und wieweit das 
Verhaltnis dieser Gruppen im EiweiSmolekiil das elektrophoretische 
Verhalten reinster Proteine und den NeutralsalzeinfluB auf dieselben 
bestimmt. 

Die folgende, einer friiheren Arbeit! entnommene Tabelle gibt 
die nétigen Daten. 

Tabelle IX. 


Maximale Bindung fiir 1g Protein in Grammiaquivalenten. 





Protein dae ae. Q@= F pa Beobachter 
Ovalbumin .. 110.1075 | 134.1075 0,82 4,7 Frisch, Pauli, 
Valko 
Seralbumin . . 147.1075 160. 10-° 0,92 4,98 Blank u. Pauli 
Hamoglobin . . 68 .10-5 68. 10-° 1,0 7,0 W. Schwarzacher 
Pseudoglobulin . 143 .10-° 126 . 10-6 1,13 5,55 Blank u. Pauli 
Gm. . 98 . 10-5 §7.10-5* | 1,78 4,99 Pauli u. Wit 


* Aus E. J. Cohn, Physiological Reviews 5, 349, 1925. 


Man kann das Verhiltnis Q@ = p/n als annaherndes Maf} des 
positiven Charakters des Proteins in den Punkten des Optimums an 


1 Pauli, diese Zeitschr. 202, 337, 1928, daselbst war versehentlich fiir 
die Zahl der positiven Gruppen des Glutins der Wert 68. 10—*n statt 
98.10—-5n angefiihrt. 
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Gesamtladung betrachten. DaB dieses Verhaltnis fiir die Lage von J 
nicht ausschlaggebend erscheint, geht aus dem gleichen J von Seralbumin 
mit seiner tiberwiegenden negativen, und Glutin mit seiner die negative 
weit tiberwiegenden positiven Héchstladung hervor. Wollte man von 
Glutin absehen, so bildet Himoglobin ein zweites Beispiel dafiir, dal 
der Gang von Q und von J nicht gleichsinnig ist, da hier dem héchsten py 
in J = 7,00 nur der Wert 1 fiir die Relation seiner positiven und nega- 
tiven Hoéchstladungen entspricht. 

An sich wiirde diese Divergenz von Q und J nicht einen Widerspruch 
gegen die Auffassung bedeuten, daB J durch die starkst dissoziierenden 
negativen bzw. positiven Gruppen am EiweiB bestimmt ist. Denn die 
Bestimmung der optimalen Zahl positiver oder negativer Gruppen 
erfolgt im UberschuB von Saure oder Lauge, erfa8t also simtliche 
Gruppen, unabhaingig vom Wert ihrer Dissoziationskonstante. 

Auch fiir das Vorzeichen der UberschuBladung, also den 
Wanderungssinn des reinsten Proteins, ist die GréBe Q nicht in einfacher 
Weise maBgebend. Sowohl Glutin mit Q > 1 als auch Seralbumin 
mit Q@ < 1 wandern anodisch, und Pseudoglobulin, dessen Q kleiner 
ist als das vom anodisch wandernden Glutin, wandert kathodisch. Der 
Zusammenhang, der hier besteht, 14Bt sich einstweilen so formulieren: 
Bei Q < 1, also Uberwiegen des Maximums an negativen Ladungen, 
wurde kathodische Wanderung des reinen Proteins bisher nicht beob- 
achtet, wohl aber eine anodische Uberfiihrung auch bei Q > 1. 

Dagegen scheint der NeutralsalzeinfluB auf die Kataphorese der 
Proteine in gewissem Mae mit ihrem durch die GréBe Q angezeigten 
elektrochemischen Charakter zusammenzuhangen. Nur Glutin und 
Pseudoglobulin mit ihrem Q@ > 1 zeigten eine auBerordentliche Empfind- 
lichkeit hinsichtlich ihrer Inaktivierung durch relativ niedere Neutral- 
salzkonzentration und in bezug auf ihre Umladbarkeit durch zwei- 
wertige Ionen. Die weit gréBere elektrophoretische Empfindlichkeit 
des Pseudoglobulins mit seinem kleineren Q weist jedoch darauf hin, 
da8 neben der Bedingung Q > 1 noch weitere Umstiinde das Ausmaf 
des Neutralsalzeffektes auf die freie Ladung des Proteins bestimmen. 

Samtliche hier angefiihrten Beobachtungen betreffen ein Reaktions- 
gebiet, das annaihernd dem px des betreffenden Proteins selbst entspricht. 
Sie lehren, trotz ihres vorliufigen Charakters, daB die bisher iiblichen 
Verfahren zur elektrochemischen Charakterisierung der Proteine 
dieselben im allgemeinen in ganz verschiedenen Zustiénden und mit 
ganz verschiedenen Eigenschaften priifen. Daher stehen auch die 
Ergebnisse derselben zum Teil in keinen, zum Teil nur in entfernten 
Beziehungen zueinander. Hier bedarf es fernerer, eingehender experi- 
menteller Durcharbeitung, die am Institut in vollem Gange ist. 
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Zur Biochemie der experimentellen Tollwut bei Kaninchen. 


Von 
D. Zuverkalow, I. Goldenberg und A, Silberstein. 


(Aus dem ersten Ukrainischen San.-Bakteriologischen Institut zu Ehren 
von I. Metschnikow zu Charkow.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter den vielen Infektionskrankheiten nimmt die Tollwut einen 
besonderen Platz ein, sowohl infolge ihrer Pathogenese und des un- 
vermeidlich tédlichen Verlaufes, als auch wegen des noch unbekannten 
Wesens ihres Erregers. Bei,der Tollwut wird das zentrale Nerven- 
system betroffen. Das Lyssagift ist neurotrop. Gelangt es in das Gehirn, 
so stért es den regelrechten Verlauf seiner Funktionen; die Wechsel- 
beziehungen der Peripherie, der einzelnen Organe mit diesem wich- 
tigsten Gewebe des Organismus werden gestért und die Fortdauer 
des Lebens wird zur Unméglichkeit. 

Bei dieser Erkrankung liegt sozusagen ein natiirliches Experiment 
vor, das ein besonderes Interesse bietet. Dieses Leiden gestattet namlich 
nachzuweisen, wie eine Stérung der Arbeit des Gehirns eine Anderung 
aller iibrigen Funktionen des Organismus nach sich zieht, den regel- 
maBigen Stoffwechsel vernichtet, wodurch der Tod des Tieres 
bewirkt wird. 

Es liegen in geniigender Menge Tatsachen vor, die davon zeugen, 
daB vom funktionellen Zustande des Gehirns vieles im chemischen 
Zustande des Blutes und der anderen Gewebe abhangig ist; méglicher- 
weise wird iiberdies auch noch die Wechselbeziehung der Substanzen 
dieser Gewebe durch das Nervensystem aufrecht erhalten und geregelt. 
Andererseits wire es von Interesse, zu erfahren, bei welchen chemischen 
Alterationen bzw. durch Erkrankung des Zentralnervensystems 
herbeigefiihrte Abweichungen von der Norm das Leben des Organismus 
unméglich gemacht wird. 

Aus diesen Erwigungen heraus entschlossen wir uns, die experi- 
mentelle Lyssa der Kaninchen in biochemischer Richtung experimentell 
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zu erforschen. Dazu bewog uns auch die Tatsache, da ungeachtet 
der verschiedenartigsten Untersuchungen, welche seit Pasteur iiber 
die Lyssa bei Mensch und Tier vorliegen, doch beinahe keine Angaben 
iiber die Biochemie dieser Erkrankung vorhanden sind. Deshalb konnten 
wir trotz des sorgfaltigsten Studiums der besten Monographien iiber 
Tollwut (Marie, Lubinski und Piausnitz, Schweinburg, Gerlach u. a.) 
doch fast gar keine Hinweise auffinden, die uns erlaubt hatten, ein 
Charakteristicum der Lyssa beim Menschen und beim Tiere in bio- 
chemischer Hinsicht wahrzunehmen. Es gibt Angaben, denen gema 
bei der Tollwut Glykosurie vorhanden ist (Nocard, Rabieux, Nicolais, 
Michin u.a.); eine Reihe von Autoren weisen darauf hin, da8 der 
Blutzucker bei der Lyssa steigt und eine Hyperglykimie eintritt (jedoch 
nicht in allen Fallen): davon zeugen Arloing, Pelissier, Cornwall und 
Koldaew; die Alkalinitét des Blutes soll schroff abfallen und diese 
Abnahme bis zum Tode anhalten (Fodor, Bigler). Was aber Unter- 
suchungen tiber andere Gewebe anbetrifft und auch solche iiber die 
iibrigen Ingredienzien des Blutes, so konnten wir keine diesbeziiglichen 
Angaben in dem entsprechenden Schrifttum vorfinden. 


In der Absicht, die genannte Krankheit biochemisch zu erforschen, 
und in Ermangelung von Kenntnissen iiber die chemischen Alterationen, 
die bei experimenteller Tollwut in den Organen und Geweben vor 
sich gehen, beschlessen wir, vorerst die chemische Zusammensetzung 
des Blutes zu untersuchen! und hauptsachlich die allgemeinen Elemente 
zu erforschen, wobei der Nachweis des Schicksals einzelner Komponenten 
dieses Gewebes bei Lyssa der Zukunft vorbehalten werden sollte. 


Zur Erreichung des gestellten Zieles untersuchten wir den Gesamt- 
stickstoff, den Gesamtphosphor und den Blutzucker, aber auch den 
Reststickstoff, den anorganischen Phosphor, Calcium und Kalium 
des Serums. 


Wir verwandten zu unseren Untersuchungen Kaninchen von 2 bis 
3 kg Kérpergewicht, meist serienweise zu je drei bis vier Tieren. Zuerst 
wurden bei denselben Normalwerte festgestellt; gewéhnlich geniigte es, 
drei Untersuchungen mit Intervallen zu 1 bis 3 Tagen dazu vorzunehmen; 
sodann wurden die Tiere subdural mit Virus fixe der Tollwut infiziert; 
der Lyssastamm war aus dem Bakteriologischen Institut Charkow erhalten. 
Das Blut wurde aus der Ohrvene, in seltenen Fallen aus dem Herzen, ge- 
wonnen. Die Kaninchen wurden in Kafigen gehalten und bekamen gewéhn- 
liches Futter (Hafer, Hea und Zuckerriiben). Die Untersuchungsmethoden 
wurden aus Pincussens ,,Mikromethoden“ entlehnt, mit Ausnahme der 
Bestimmung von anorganischem Phosphor, worin wir dem von Kuttner (3) 
vorgeschlagenen Verfahren folgten. Hierbei ist zu bemerken, da die 
Werte des anorganischen Phosphors vollkommen mit den Zahlen iiberein- 





1 Die Arbeit iiber das Gehirn wird zurzeit beendet. 
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stimmen, die von Brown (2) und anderen Autoren vorgeschlagen waren. 
Der Reststickstoff wurde nach L. Palladin bestimmt (4). 

Damit die Ergebnisse unserer Untersuchung verstandlicher seien, 
wollen wir eine Schilderung der Erkrankung der Kaninchen an experi- 
menteller Lyssa (Virus fixe) nach Savatejew (1) (,,Die Tollwut“) voran- 
schicken. Letztere Arbeit stammt aus dem Jahre 1927. ,,Ein mit Virus 
fixe infiziertes Kaninchen fiihlt sich in den ersten 3 bis 4 Tagen meist 
ziemlich gut, es ift, trinkt und bewegt sich frei umher. Am 5. und 6. Tage 
tritt in der Stimmung des Kaninchens eine Anderung ein: es wird traurig, 
beriihrt sein Futter nicht, schlieBt die Augen dauernd und macht den 
Findruck eines schlifrigen Tieres. Es la8t den Kopf meist vorniiber hangen, 
wobei auch die Ohren nach vorn hangen. Am folgenden Tage sieht man 
eine Schwache der Extremitaiten, anfangs der hinteren, dann auch der 
vorderen sich entwickeln. Diese Schwache schreitet fort, geht endlich 
in Lahmung itiber und das Tier kann sich nun nur mit Miihe regen, indem 
es die Hinterbeine nach sich zieht. Des weiteren ergreift die Lahmung 
auch die Muskulatur des Rumpfes, der Vorderbeine und des Halses. Ist 
die Paralyse eingetreten, so legt sich das Kaninchen meist auf die Seite, 
macht ab und zu Versuche, sich zu erheben, wobei im Stadium der voll- 
standigen Lihmung auch noch Zuckungen der einzelnen Muskeln des 
Rumpfes und der Extremitaéten vorkommen. Auf der Héhe der Entwicklung 
dieser Krankheit wird jegliche Sensibilitét vollkommen abgestumpft, 
und weder durch mechanische Reizungen, Stiche und dergleichen, noch 
durch Beriihrung der Cornea 1aBt sich eine Reaktion auslésen. Das K6érper- 
gewicht des Kaninchens fallt nun rasch und betrachtlich. Die Kérper- 
temperatur ist in den ersten auf die Ansteckung folgenden Tagen meist 
nicht erhéht. Vom 4. bis 5. Tage an macht sich jedoch eine Temperatur- 
steigerung um 0,5° bemerkbar, dann eine solche um 1° und in der Lahmungs- 
periode tritt dann eine bis zum Tode anhaltende, allmahlich einsetzende 
Temperaturabnahme ein, die 2 bis 3° und mehr betragt*. 

Die Ergebnisse unserer Priifung sind in Form einer Tabelle zu- 
sammengefaBt. Die Zahlen dieser Tabelle sind Mittelwerte, die wir 
auf Grund der an 27 Kaninchen durchgefihrten Blutuntersuchung 
gewonnen haben. Obwohl die Kaninchen in der Regel am siebenten 
Tage nach der Ansteckung eingehen, so hatten wir doch sieben Faille, 
in denen die Tiere auch noch am achten Tage nach der Infizierung 
am Leben blieben; durchschnittliche Angaben bringt die letzte Reihe 
der Tabelle. 

In den letzten Lebenstagen hungerten die Kaninchen bei experi- 
menteller Lyssa bisweilen vollkommen; da dieser Faktor nicht ohne Einflu8 
auf die Schwankungen der Blutzusammensetzung bleiben konnte, die 
wir in der letzten Periode der Erkrankung wahrnehmen konnten, so fiihrten 
wir eine Untersuchung an vier normalen Kaninchen aus, wobei wir bei 
ihnen die Blutentnahmen ebenso regelmaBig ausfiihrten wie bei den Versuchs- 
tieren, sie aber 4 Tage lang hungern lieBen, um die Wirkung des Hungerns 
bei der Tollwut schétzen zu kénnen, indem wir sie den Werten der 
Normaltiere gegeniiberstellten. Die Ergebnisse bringt eine zweite, der 
ersten unmittelbar folgende Tabelle. 


Im Verlauf der Krankheit konnte bei den mit Virusfixe angesteckten 
Kaninchen eine Teilung in zwei Perioden beobachtet werden: die 
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Allgemeine Tabelle der Mittelwerte der Blutuntersuchung, die an mit 
Virus fixe infizierten Kaninchen angestellt wurde. 














Zz Se ke | 
2 Z. ae 3S 
ei ¢isd| 8) ge icl«|@ Be. 
8 ew 26 8 E 3 merkungen 
23 
ye ae 0 0 Fo mg?/o mg+?/9 mge9/9) mgs9/g mg+9/o 
1. Bestimmung . . | 2,90 64,2! 2,2 | 93 4,00 14,3 21,3 101 
ees . . | 2,96 | 60,1 | 2,0 | 85 | 4,82 | 15,0 | 19,8 | 97 7 Vor der 
3. i. . . | 2,70) 57,2} 2, 89 4,32 14,3 | 18,6 104 
4. ‘ am 
2.Tage post in- 
fection . . . . | 245/621 25 75 449 14,6 21,2 99.5 
5. Bestimmung am 
4.Tage. .. . | 2,15 640 29 | 74 | 4,00 | 14,2 | 22,2 |107 Nach der 
: Infektion 
6. Bestimmung am | 
6.Tage. . . . | 1,92/ 64,2 3,3 | 78 | 4,67 | 12,0 | 19,7 |123 
7. Bestimmung am 
8.Tage. . . . | 1,92) 669 > 34 | 79 4,04 11,35) 15,4 145 
Kontrolle. 
1. Bestimmung .. 2,60 50,0 23 90 430/138 | 19,8) 98 
2. Bestimmung am 
3.Tage. .. . | 2,66 62,5) 23 99 | 4,21 | 13,4 | 20,7 101 Norm 
3. Bestimmung am , 
5.Tage. . . . || 2,58 684; 26 | 87 | 4,72 | 13,4 | 22.8 103 | 
4. Bestimmung nach i 
2Tagen Hunger | 2,23 61,2 2,7 | 89 4,48 | 13,8 | 20,6 106 | 
5. Bestimmung nach |? Hunger 
4Tagen Hunger | 2,29' 65.2 28 113 4,02 134 241 108 j 


erstere umfaBte die 4 Tage, in denen die Kaninchen ganz normal zu 
sein schienen und die Erkrankung keine klinischen AuBerungen hatte. 
Dies war die Inkubationsperiode, die zweite aber umfaBte die 3 bis 
4 Tage, wihrend der das Tier gelahmt war, wobei es relativ oder voll- 
staindig hungerte. Es war interessant, nachzuweisen, wie sich diese 
Zustinde bzw. diese Perioden im chemischen Bilde des Blutes im 
Vergleich zur Norm darstellen wiirden. Die entsprechenden Anderungen 
und Abweichungen von der Norm lassen sich am deutlichsten in pro- 
zentualer Darstellung erfassen. Deswegen ermittelten wir die Durch- 
schnittswerte, die fiir den Normalzustand des Blutes charakteristisch 
sind, und auch diejenigen Werte, die dem Inkubationsstadium und 
der Lahmungsperiode (Hunger) bei der Tollwut entsprechen. 

Der Unterschied dieser beiden Durchschnittswerte in Prozenten 
ausgedriickt, ist graphisch in Form von Kurven angegeben, wobei 
der Normalwert gleich 100 gesetzt ist. 
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Fiir den Gesamtstickstoff, den Phosphor, Ca und K, wurden 
die nachstehenden Kurven gefunden: 
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Abb. 1. Hungern bei Lyssa. -—— Hungern in der Norm. 


















% Calcum (CA) 
120 Mathium (Kh) 
+100 £ 
y ac i a Se Sa 2 
900 1 1 4 j 1 i — ~ = CA 
J 4 
W }- ag, 
Lys. 5 r 
80 a, CA lA 
-%7 
Abb. 2. Hungern bei Lyssa. -—- Hungern in der Norm. 





Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus der allgemeinen Tabelle geht hervor, daB einige Bestandteile 
des Blutes, wie z. B. der Gesamtstickstoff, Ca und K, bei der Tollwut 
bei Kaninchen ziemlich betrichtliche Abweichungen liefern; andere 
bleiben dagegen im Bereich der Norm; dies trifft fiir den anorganischen 
Phosphor und den Reststickstoff zu. Der Hungerzustand der Kaninchen 
in der letzten Periode der Erkrankung auBert sich ziemlich deutlich 
in dem chemischen Blutbild, indem z. B. die Abnahme des Gesamt- 
stickstoffs abnimmt, die Senkung des Gesamtphosphors aber hintan- 
gehalten wird. In diesem Falle liegen zwei einander entgegengesetzte 
Tendenzen vor: bei Lyssa wird das Blut an phosphorhaltigen Substanzen 
iirmer, mit Ausnahme der anorganischen Phosphorsaure ; beim Hungern 
werden diese Substanzen dagegen angesammelt. Seinem Wesen nach 
unterscheidet sich der Hungerzustand der Kaninchen in der letzten 
Periode der experimentellen Tollwut scharf von dem Hungern normaler 
Tiere. Das Hungern ist nimlich auch eine Art Lebenszustand und 
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die trophischen Prozesse sind dabei nicht gestért. Die Abnahme von 
Gesamtphosphor, die Senkung der Ca- und K-Ionen im Blut bei ex- 
perimenteller Tollwut im Vergleich zu den Werten, die bei denselben 
Tieren bei kurzdauerndem Hungern beobachtet werden, zeugt von 
einer schweren Depression der vitalen Vorginge in der letzten 
Krankheitsperiode der mit Virusfixe infizierten Kaninchen. Die 
Muskeln, welche die Hauptmasse des Kérpers bilden, befinden sich 
gegen Ende des Lebens der Tiere in gelihmtem Zustande; eine ganze 
Reihe von Produkten des Muskelstoffwechsels geht nicht mehr ins 
Blut tiber, wie es normalerweise vorkommt, und dies auBert sich augen- 
scheinlich in der Herabsetzung der entsprechenden Substanzen im 
Blute, ohne die iibrigen von uns untersuchten Blutbestandteile zu 
beeinflussen. Gehen wir nun zu der Betrachtung der bei Tollwut zu 
beobachtenden Anderungen der einzelnen Elemente des Blutes iiber, 
so wird unsere Aufmerksamkeit unwillkirlich auf die unaufhaltsame 
Abnahme der Werte des Gesamtstickstoffs gelenkt. Diese Abnahme 
des Gesamtstickstoffs, die sowohl] in der Norm, als auch bei experi- 
menteller Erkrankung bemerkbar wird, legte den Gedanken nahe, 
die wiederholte Blutentnahme, die zwecks Untersuchung vorgenommen 
wurde, mége hierbei von Bedeutung gewesen sein. 

Es erwies sich jedoch, da8 der Gesamtstickstoff bei wiederholter 
Blutentnahme bei normalen Tieren keine so schroffe Abnahme aufweist, 
wie’. bei den tollwutkranken Kaninchen; auBerdem wurde bei einer 
einmaligen, erst am sechsten und siebenten Tage nach der Ansteckung 
vorgenommenen Blutuntersuchung die namliche Abnahme des Gesamt- 
stickstoffs ermittelt, wie bei der iiblichen Untersuchung. 

In Ermangelung von Angaben tiber die Morphologie des Blutes, 
die chemische Zusammensetzung des Harns und dergleichen mehr 
ist es schwer zu sagen, worauf sich eine soleche Abnahme zuriickfiihren 
14Bt: ob sie einer Abnahme der Formelemente oder der Eiweif- 
substanzen oder einer gesteigerten Ausscheidung von stickstoffhaltigen 
Substanzen mit dem Harn zuzuschreiben ist; der Nachweis dieses 
Umstandes bildete den Gegenstand unserer weiteren Untersuchung. 
Interessant ist die Kurve des Ca: sie geht herunter, sowie das Tier 
erkrankt, und ihre Abnahme ist um so scharfer ausgepragt, je schwerer 
der paralytische Zustand ist. Laut einer persénlich gemachten Angabe 
hat auch Dr. B. Koldaew eine solche Hypokalzimie wahrnehmen 
k6énnen. 

Die Kurve des K zeigt in den ersten Tagen der Inkubationsperiode 
eine Neigung zum Anstieg, in der Lahmungsperiode und beim Hungern 
sinkt sie aber beinahe um 11 °%, unter die Norm. 

Die Abnahme des Gesamtphosphors des Blutes geht mit der 
Senkung des Gesamtstickstoffs Hand in Hand, mit dem Beginn der 
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Hungerzeit wird aber eine geringfiigige Tendenz zur Steigerung be- 
merkbar; méglicherweise ist es der Faktor des Hungerns, der eine 
solche Neigung zum Anstieg mit sich bringt, wie es bei normalen 
Kaninchen der Fall ist. Irgendwelche besondere Abweichungen im 
Gehalt an Reststickstoff und anorganischem Phosphor lieBen sich 
bei dieser Erkrankung nicht nachweisen. Nur eine geringe relative 
Steigerung des Reststickstoffs trat in Erscheinung. 

Unsere Bestimmungen der Zuckerwerte werden durch die Er- 
gebnisse anderer Autoren (Koldaew) iiber das Vorhandensein einer 
Hyperglykamie, die zwar nicht durchweg vorhanden ist, bestatigt. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die experimentelle Tollwut ruft bei Kaninchen bestimmte 
Veranderungen in dem Bestand des Blutes hervor. : 

2. Diese Verainderungen diirfen nicht insgesamt auf das Hungern 
der Tiere in der letzten Periode der Erkrankung zuriickgefiihrt werden. 

3. Die Infizierung von Kaninchen mit Virusfixe ruft bei diesen 
Tieren in der letzten Periode eine Depression einiger Stoffwechsel- 
vorgange hervor. 

4. Wahrend der Tollwut wird bei Kaninchen eine Herabsetzung 
des Gehalts des Blutes an Gesamtstickstoff und Phosphor beobachtet ; 
Ca und K gehen auch herab; der Reststickstoff und der anorganische 
Phosphor bleiben fast unverandert, was aber den Zucker anbetrifft, 
so wird manchmal eine Hyperglykamie bemerkt. 


Literatur. 

1) A. Sawatejw, Beschenstwo 1927 (russisch). — 2) W. Brown, The 
Journal of exper. Med. 47, Nr. 4, 539. — 3) 7. Kuttner and H. Cohen, 
Journ. of Biol. Chem. 75, Nr. 2, 517, 1927. — 4) L. Palladin, Naukovi 
sapiesky Ukrayn. Biochem. Inst. 2, 137 (russisch). 
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Die Bestimmung des Oxydationsquotienten im Harn. 
Von 
Helmut Miiller. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitét K6nigsberg und der 
Abteilung fiir innere Tuberkulose der Heilstatte Breslau-Herrnprotsch.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1929.) 


In meiner Mitteilung ,,Uber den Oxydationsquotienten“: in dieser 
Zeitschrift hatte ich bereits auf die prinzipielle Anwendbarkeit der 
Methode auf den Harn kurz hingewiesen und eine ausfiihrlichere Dar- 
legung in Aussicht gestellt. Aus auBeren Griinden, vor allem durch 
meinen Ubergang in einen neuen Wirkungskreis, verzégerte sich der 
Abschlu8 der weiteren Untersuchungen, so daB die Ergebnisse erst 
heute vorgelegt werden kénnen. 

In der Zwischenzeit haben eine Reihe von Autoren (H. EZ. Biittner, 
Bickel, Spirt, Goldbloom, Goldschmidt, Taslakowa, Korowitzky, Peskin) 
Untersuchungen iiber das Verhalten des Quotienten im Harn ver- 
6ffentlicht, in denen die Methode brauchbar gefunden wurde. Auch 
ich erhielt zunachst auch in Doppelbestimmungen befriedigende Er- 
gebnisse, solange die Versuche unter genau gleichen Bedingungen 
gleichzeitig angestellt wurden, und da auch die Kontrollen mit bekannten 
reinen Kérpern sehr genaue Resultate gebracht hatten, schien kein 
Anla8 zu einem Zweifel an der Brauchbarkeit der Methode auch fiir 
den Harn zu sein. Und doch waren die erhaltenen Werte falsch, nimlich 
stets viel zu niedrig. Da’ der Fehler mir zunichst entgehen konnte 
und auch von keinem der Nachuntersucher, die Versuche veréffentlicht 
haben, bemerkt worden ist, liegt daran, daB die Differenz bei Ein- 
haltung gleicher Versuchsbedingungen ziemlich konstant ist und 
daB man doch keinen Anhaltspunkt dafiir hat, wie groB die 
richtigen Werte etwa sein miissen. Dazu kommt, da die N-Werte 
mit den bei der tiblichen Kjeldahlverbrennung erhaltenen iiberein- 
stimmen. So konnte es kommen, daB8 ich die Unzulanglichkeit 
der Methode in der vorliegenden Form fiir den Harn erst bemerkte, 
als ich eine Modifikation erprobte und dabei tiberraschenderweise 
wesentlich abweichende Werte erhielt. 
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Bei den Zersetzungen auf dem Sandbade hatten sich kleinere 
Differenzen ergeben, als deren Ursache ich schlieBlich erkannte, dai 
fliichtige Bestandteile des Harns, vor allem die Chloride in Form von 
Chlorwasserstoff, bei dem langsamen Erhitzen zum Teil unzersetzt 
entwichen, und zwar in verschiedener Menge je nach der Geschwindig- 
keit des Erhitzens. Es hatte sich ferner im Leerversuch gezeigt, daB 
Bestandteile der Laboratoriumsluft einen, wenn auch geringen, Leer- 
verbrauch bedingen konnten. Um beide Fehlerquellen auszuschalten, 
machte ich Versuche, die Veraschung bei geringerer Schwefelsiure- 
konzentration in der Siedehitze am RiickfluBkihler vorzunehmen. 
Es erwies sich zunachst, da8 Harnsaiure und einige andere reine Sub- 
stanzen bei diesem Vorgehen in kurzer Zeit quantitativ zersetzt werden 
und genau die berechnete Menge von Kaliumjodat verbrauchen. 

Bei der Anwendung dieser Versuchsanordnung auf Harn erhielt 
ich nun aber Werte, die weit héher lagen als die auf dem Sandbad mit 
dem gleichen Harn erhaltenen. Da unter gleichen Bedingungen im 
Leerversuch nicht eine Spur eines Jodatverbrauches stattfand und 
die Versuche mit reinen Substanzen genaue Werte ergeben hatten, 
ergab sich zwangslaufig der Schlu8, daB die auf dem Sandbad erhaltenen 
Werte zu niedrig waren, daB sich also diese Versuchsanordnung fiir 
die Untersuchung des Harns nicht eignet. Dieser enthalt eben 
Substanzen, die sich durch die Veraschung sehr schwer zersetzen lassen 
und die unter den gew6hnlichen Bedingungen auf dem Sandbad nicht 
vollig verascht werden, obwohl der gesamte Stickstoff abgegeben wird. 

Aber auch die Zersetzung am RiickfluBkiihler ergab noch keine 
konstanten Werte. Es zeigte sich, daB diese um so héher wurden, je 
linger man erhitzte, daB aber noch nach vielen Stunden kein Héchst- 
wert erreicht wurde, also auch hier setzte ein Teil der Harnsubstanzen der 
vollstaindigen Zersetzung groBen Widerstand entgegen. Die Versuche 
waren zunachst bei Schwefelsaurekonzentrationen von 45 bis 60 Vol.-°,, 
angestellt worden, wobei eine Temperatur von 160 bis-200° erzielt 
wird. Ich erprobte nun, wie hoch man mit der Schwefelsiurekonzen- 
tration gehen kann, ohne eine spontane Jodabscheidung aus dem Jodat 
befiirchten zu miissen (Kaliumjodat zersetzt sich bei etwa 300° spontan). 
Bei Erhitzung von Kaliumjodat mit 90 vol.-°,iger Schwefelséure 
ergab sich eine Jodabscheidung, wahrend eine soleche zunachst in 
qualitativen Versuchen bei 85°, nicht festzustellen war. 

Ich stellte nun vergleichende Versuche mit dem gleichen Harn 
und wechselnder Zersetzungszeit und Schwefelsdurekonzentration 
(66, 80, 85 Vol.-°%) an. Die Tabelle I zeigt deutlich das Anwachsen der 
Werte mit der Zeit und Saurekonzentration bzw. Erhéhung der Tem- 
peratur. Es stellte sich in weiteren Versuchen heraus, daB man bei 
einer Schwefelséurekonzentration von 85 Vol.-°;, schlieBlich zu Héchst- 
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Tabelle I. 





Vecsutisiieuee Schwefelsaurekonzentration 





Min. 66 %9 80 9 85° 0 
10 —_ 295, 312 322 
12 268, 271 — — 
20 — -- 351 
30 280, 348 — -- 
50 | _ — 365 
55 — 383 
60 318 ~ — 

120 — — 422 

165 409 — — 

180 367 —_ — 


werten kommt, die sich auch durch beliebig langes Erhitzen nicht weiter 
steigern lassen und befriedigende Ubereinstimmung untereinander 
zeigen (Tabelle II). Allerdings fielen noch einzelne Werte etwas starker 
heraus; bei der Untersuchung dieser Erscheinung zeigte es sich in 
Leerversuchen, daB bei so hoher Saurekonzentration doch nicht ganz 
unwesentliche Mengen von Kaliumjodat spontan zersetzt werden 
kénnen, wahrend dieser Fehler bei 80 Vol.-°4, ganz unbedeutend ist 
(Tabelle III). Da es sich ferner ergab, daB die Zersetzung des Harns 
bei letzterer Konzentration nicht erheblich langsamer vor sich geht. 
wurden die weiteren Versuche stets bei einem Schwefelsduregehalt 


von 80 Vol.-°,, angestellt (Tabelle IV). 


Auf diese Weise gelingt es also, gut iibereinstimmende Werte zu 
erhalten, allerdings ist die erforderliche Veraschungsdauer ziemlich 
groB. Da es in Versuchen, bei denen aus anderen Griinden geringe 
Mengen von Quecksilbersalzen zugesetzt waren, den Anschein gehabt 








Tabelle II. 
Versuchsdauer | Schwefelsaurekonzentration 
Min. | 85 9/o 80 9/5 
10 167 -- 
20 | 183 (Fe), 174 i 
30 196, 204 (Hg), 190 (Th) — 
45 192 (Hg) 7 
60 227, 223 (Cu), 213 _ 
90 249, 248 — 
120 229 — 
150 235 247 
180 260 — 
210 248, 267 248 
240 272, 282, 264 255 
270 265 —— 
300 i 262, 275 268 
420 I 266 ee 
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Tabelle III. 
Leerversuch. 
Versuchsdauer Sduitithinaitinniniion 
el ie ec wi 
30 1,0 mg Fehler i 
45 1,5 od 
120 4,7 b6i 
180 — 3,3, 1,0, 3,0 
210 48 ao 
420 7,9 7,0 2.3 
Tabelle IV. 
esiceaniahidins tt ‘ Scnchdehentheneentntios 
Min. 80 9/5 } 85%. 
120 287, 265 273 
180 291 si 
210 288, 288, 280, 290, 293, 283 ae 
240 289, 297, 292 oe 
270 281, 301 301 
300 304, 308 is 
360 286, 291, 288 med 


hatte, daB durch das Quecksilber ein gewisser EinfluB ausgeiibt wiirde, 
versuchte ich, durch Zusatz ‘geringer Mengen verschiedener Metall- 
salze einen geeigneten Katalysator zu finden, um die Zersetzungsdauer 
abkiirzen zu kénnen. Wie aus Tabelle II (vgl. die eingeklammerten 
Symbole) ersichtlich ist, wurde in den bisherigen orientierenden Ver- 
suchen mit Quecksilber-, Kupfer-, Eisen- und Thoriumsalzen kein 
katalytischer Effekt erzielt. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


In den mit einem RiickfluBkiihler mittels Schliffs verbindbaren 
Erlenmeyerkolben von 500 ccm Inhalt wird die erforderliche Menge jodid- 
freien Kaliumjodats genau abgewogen und 5ccm Harn mittels Pipette 
zugefiigt. Nach gutem Umschwenken und einigen Minuten Stehens fiigt 
man vorsichtig 20ccem konzentrierter Schwefelsiure und einige Siede- 
perlen zu und schlieBt sofort an den RiickfluBkiihler an. Man erhalt 
3 Stunden in kraftigem Sieden, 14Bt erkalten, verdiinnt vorsichtig mit 
Wasser und kocht nach gutem Umschwenken auf dem Asbestdrahtnetz 
das abgeschiedene freie Jod aus. Nach dem Erkalten wird das tiberschiissige 
Kaliumjodat in der friiher beschriebenen Weise mit Thiosulfat zuriick- 
titriert. Ich fithre jetzt die Titration in der gesamten Fliissigkeit durch 
und verwende n/5 Thiosulfatlésung, denn Doppelbestimmungen sind 
bei der Titration nicht nétig, weil ja die ganze Zersetzung doch der Kontrolle 
wegen doppelt durchgefiihrt werden mu’. Hierbei -wird es zweckmabig 
sein, daB man die eine Veraschung 3 und die Parallelbestimmung 4 Stunden 
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laufen 148t, um sicher zu sein, daB die Zersetzung eine vollstindige ge- 


wesen ist. 

Die Bestimmung des Stickstoffgehalts mu8 getrennt nach der alten 
Kjeldahischen Methode durchgefiihrt werden, da es sich herausgestellt 
hat, daB bei der Veraschung mit Jodat am RiickfluSkiihler stets zu niedrige 
N-Werte gefunden werden. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten kann 
ich zunachst nicht geben. 

Fiir die Berechnung des Analysenergebnisses verweise ich auf die 
Beispiele in meiner friiheren Mitteilung, mu8 aber hier einen dabei unter- 
laufenen Fehler berichtigen. Als log 0,1869 war dort 26161 angegeben, 
wihrend es 27161 heiBen muB. 

Mit der beschriebenen Methodik lassen sich im Harn Werte erhalten, 
die untereinander um héchstens 5% abweichen, meist sogar weit innerhalb 
dieser Fehlergrenze liegen (vgl. Tabelle IV). Das ist eine Ubereinstimmung, 
die fiir biologische Versuche in jedem Falle ausreichend ist, ob die Werte 
absolut richtig sind, ist eine andere Frage, die jedoch fiir den Wert der 
Methode nicht entscheidend ist, da ja nur die Schwankungen interessieren. 
Dagegen ist die friiher beschriebene Methode der Zersetzung auf dem 
Sandbad fiir den Harn unbrauchbar und zu verlassen. Wenn nun auch 
letztere Methode fiir leichter verbrennbare reine Kérper, z. B. Harnsaure, 
gute Werte gibt, so ist doch auch fiir diese die Veraschung am RiickfluB- 
kithler bei weitem vorzuziehen. Abgesehen davon, daB die Zersetzung 
viel rascher vor sich geht, ist die Genauigkeit vor allem eine bedeutend 
gréBere, weil die durch Verunreinigungen der Laboratoriumsluft bedingten 
Fehler vollstindig wegfallen. Es bleibt nur eine einzige Fehlerquelle, 
indem auch die reinste Schwefelsiure einen geringen Verbrauch von Jodat 
bedingt, doch ist dessen AiismaB auBerorcentlich gering und zudem durch 
Blindversuche ein fiir allemal festzustellen. Bei Beriicksichtigung des 
Blindwertes ist die Genauigkeit der Methode fiir nicht fliichtige reine 
K6rper so gro’, daB sie von der Elementaranalyse bei weitem nicht erreicht 
wird. Sie sollte daher neben letzterer stets angewendet werden. DaB die 
Bruttoformel chemischer Kérper, soweit sie wenigstens fiir die Biologie 
in Betracht kommen, durch die Bestimmung des Oxydationsquotienten 
allein in fast allen Fallen ermittelt werden kann, habe ich an anderer Stelle 
ausfiihrlich entwickelt?. 


Ich habe schon in meiner ersten Mitteilung darauf hingewiesen, 
daB die Chloride des Harns ebenfalls einen Verbrauch von Jodat be- 
dingen und darum bei der Analyse bestimmt und ihr Jodataquivalent 
abgezogen werden muB. Das ist eine Unbequemlichkeit, die aber 
dadurch auf ein Minimum herabgemindert wird, daB uns eine Methode 


1 Wahrend der Niederschrift des Manuskripts trat ich mit Herrn 
Dr. Bettzieche (Pharmakologisches Institut Kéln) in Verbindung, der sich 
seit einiger Zeit mit dem Oxydationsquotienten beschaftigt. Er ist un- 
abhangig von mir gleichfalls zur Veraschung am Riickflu@kiihler iiber- 
gegangen und hat meine Ergebnisse vollkommen bestiatigt. Dariiber hinaus 
hat er insbesondere das Verhalten fliichtiger Substanzen eingehend unter- 
sucht. Seine Ergebnisse werden spiter an anderer Stelle veréffentlicht 
werden. 
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zu Verfiigung steht, die es uns gestattet, die Chlorbestimmung innerhalb 
einer Minute mit ebensolcher Genauigkeit durchzufiihren, wie sie die 
umstandliche Volhardsche Methode gewahrt. Es ist die im Jahre 1918 
von Votocek veréffentlichte Methode, die wohl nur deshalb der Auf- 
merksamkeit der Mediziner und Biologen entgangen ist, weil sie an 
einer fiir diese schwer zuganglichen Stelle steht. Aus diesem Grunde 
halte ich es fiir berechtigt, auf diese Bestimmung naher einzugehen. 


Schon Lrebig hat eine Chloridbestimmung fiir den Harn auf den Umstand 
aufgebaut, daB das kaum dissoziierte Quecksilberchlorid Harnstoff und 
Phosphate nicht fallt, wohl aber das dissoziierte Quecksilbernitrat oder 
-sulfat. Versetzt man den Harn also mit Quecksilbernitrat, so setzt sich 
dieses mit den Chloriden so lange zu Quecksilberchlorid um, ohne dah 
eine Fallung des Harnstoffs oder der Phosphate erfolgt, bis simtliches 
Chlor an Quecksilber gebunden ist, und der naichste Tropfen Nitratlésung 
erzeugt einen Niederschlag von Quecksilberphosphat oder , -harnstoff. 
Diese Methode gab allerdings noch keine guten Werte, besonders weil 
sie in saurem Milieu nicht brauchbar war, aber auf diesem Prinzip auf- 
bauend hat Vototek seine Chloridbestimmung ausgearbeitet, bei der das 
Nitroprussidnatrium als Indikator dient, welches auch bei stark saurer 
Reaktion wohl mit Quecksilbernitrat und anderen Salzen des Quecksilbers 
mit Sauerstoffséuren, nicht aber mit Quecksilberchlorid fallt. 


Herstellung und Titerstellung der n/10 Quecksilbernitratlésung: Man 
lést etwas mehr als die theoretische Menge, also etwa 11 g reinsten Queck- 
silberoxyds unter Zusatz der zur Lésung nétigen Menge Salpetersiure 
zum Liter und stellt den Titer der Lésung gegen 25 cem n/10 Salzséure in 
einem Volumen von etwa'200ccm unter Zusatz von 6 Tropfen 20°%iger 
Natriumnitroprussidlésung und 10 Tropfen reinster chlorfreier Salpeter- 
siure. Der Endpunkt ist erreicht, wenn eine gut merkbare blaulich-milchige 
Opaleszenz auftritt, die innerhalb einer Minute nicht schwindet; man 
erkennt ihn am besten, wenn man das Becherglas schrag gegen eine schwarze 
Unterlage halt. 


Ausfiihrung der Chlorbestimmung im Harn: Hierbei mul man zunichst 
beachten, da8 zur Erreichung des Léslichkeitsproduktes des Nitroprussid- 
quecksilbers und damit zur Bildung des Niederschlags ein gewisser Uber- 
schuB von Quecksilber nétig, der Verbrauch daran also ein wenig gréSer 
ist, als es den stéchiometrischen Verhaltnissen entspricht. Es ist daher 
wichtig, bei der Titration mit demselben Volumen zu arbeiten wie bei 
der Titerstellung. Der Umschlag ist am schirfsten in sehr verdiinnten 
Lésungen. Man geht deshalb so vor, dafS man 10cem Harn mit Wasser 
auf etwa 200ccm verdiinnt, 5ccm reine konzentrierte Salpetersiure 
zusetzt und titriert. Die Natriumnitroprussidlésung ist, in dunkler Flasche 
im Dunklen aufbewahrt, monatelang haltbar. 


Ich habe eine Zeitlang diese Methode stets neben der Volhardschen 
angewendet und genau iibereinstimmende Ergebnisse erhalten, so daf 
ich die letztere jetzt ganz verlassen habe, zumal von den angegebenen 
Modifikationen, die das Filtrieren vermeiden sollen, keine ganz befriedigt. 
Ich wiirde es fiir einen Fortschritt ansehen, wenn sich die Methode 
von Votocek in medizinischen und biologischen Laboratorien einbiirgern 
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wiirde. Votocek hat iibrigens auch eine Modifikation zur Chlor 
bestimmung im Blute ausgearbeitet, mit der ich jedoch keine Er 
fahrungen habe. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich fii 


materielle Unterstiitzung bei der Durchfiihrung meiner Versuche zu 


gréBtem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


1. Die friiher angegebene Methode zur Bestimmung des Oxy. 
dationsquotienten ist fiir den Harn nicht brauchbar. Es wird eine 
Modifikation beschrieben, die auf den Harn gut anwendbar ist. 

2. Es wird auf die Vorteile der Chlorbestimmung im Harn nach 
Votocek hingewiesen und diese beschrieben. 
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Zur Kenntnis der Malzkatalase. 


Von 


Mosuke Matsuyama. 
(Aus dem Laboratorium der Union-Brauerei bei Tokyo, Japan.) 
(Eingegangen am 12. Juli 1929.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Raudnitz (1) hat zuerst die Peroxydkatalase in der rohen Milch als 
eigenes Enzym erkannt. Seither ist dasselbe sowohl in der Tier- als auch 
in der Pflanzenwelt ganz allgemein gefunden, und obgleich zahlreiche 
altere Untersuchungen iiber das Enzym vorliegen, so ist es dennoch im 
hiesigen Laboratorium stets Gegenstand lebhafter Forschungen. Was 
die Malzkatalase anbetrifft, so konnte H. v. Euler (2) Katalase aus Malz- 
auszug durch Fallung mit Alkohol’von der Amylase, die erst viel spater 
ausfallt, trennen. Hennri vun Laer (3) hat gefunden, daB das Optimum 
der Katalasewirkung erreicht ist, wenn das Reaktionsgemisch sich gegen 
Phenolphthalein als nahezu neutral erweist, und weiter konstatiert, da{i 
das Malz, welches 2 Stunden auf 125°C erhitzt wurde, noch eine gewisse 
Aktivitét besitzt. Durch Erhitzung auf 200°C geht diese Wirkung vdllig 
verloren. V. Schjerning (4) schreibt, daB der Katalasegehalt des Malzes 
beim Keimen unverandert bleibt, beim Darren aber abnimmt. 

Wir haben eine Reihe von Untersuchungen angestellt, um die 
Faktoren, welche zu der Malzkatalasewirkung in Beziehung stehen. 
eingehend zu studieren, um dadurch unsere Kenntnisse tiber dieses Enzym 
zu erweitern. Zunichst haben wir eine Trennung der Malzkatalase von 
den begleitenden Enzymen und ihre Reinigung nach der Adsorptions- 
methode mit Hilfe mehrerer Adsorbentien versucht, aber diese Versuche 
fiihrten nicht zu geniigend befriedigenden Resultaten, woriiber wir 
spater noch an anderer Stelle Genaueres mitteilen werden. 

In der folgenden Arbeit wurde meistens als Untersuchungsmaterial 
eine einmal durch Adsorption und Elution gereinigte Enzymlésung 
gebraucht. Diese wurde beispielsweise wie folgt hergestellt: Das in der 
Betriebskeimtrommel 8 Tage lang gekeimte Griinmalz wurde bei 
einer Temperatur von nicht mehr als 40°C getrocknet und durch Reiben 
zwischen den Handen von der Keimwurzel getrennt und fein gemahlen. 
250 g von dem Schrot wurden mit 1 Liter Wasser bei 5°C 24 Stunden 
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lang extrahiert und durch Papier und dann durch Kieselgur auf de; 
Nutsche klar abfiltriert. Zu 1500 ccm dieses Malzauszuges wurde: 
150cem n/10 NH, und 75cem Eisenoxydsol (Merck) hinzugesetz: 
und auf Eis gestellt. Nach dem Absetzen des Adsorbates wurde de 
kantiert und dann durch Kieselgur auf der Nutsche abfiltriert. Das 
Adsorbat wurde mit m/30 Phosphatgemisch (primar 2: sekundar 8) 
4 Stunden unter Eiskiihlung turbiniert, worauf die Elution ebenfalls 
durch Kieselgur abfiltriert wurde. Diese erhaltene Katalaselésung 
ist haltbarer als der Originalmalzauszug, aber sie wird dennoch ver. 
haltnismaBig schnell schwicher. Bei der Ausfiihrung dieser Arbeiten 
hat mich Herr H. Zinnai unterstiitzt, wofiir inm auch an dieser Stelle 
bestens gedankt sei. 


I. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Malzkatalasewirkung. 


Die Versuche wurden mit 8ccm Fermentlésung I (py = 7.5) in 
50 cem reagierender Mischung ausgefiihrt. Die Konzentration an 
H,0O, in der Mischung ist n/20. Die Stammlésung von H,O, wurde 
von Zeit zu Zeit gegen KMnO,-Lésung eingestellt. Die Pufferungs- 
kapazitét der Proben wurde mit wechselnden Mengen von n/10 HCI- 
bzw. n/10 NaOQH-Lésung nach gewiinschten py geaindert. Die Reaktion 
im Wasserbad geht bei 20°C vor sich. Nach 15 und 25 Minuten wurden 
10cem von jeder, Reaktionsmischung' abpipettiert und in 10 ccm 
10 °.ige Schwefelsiure gebracht. Das nicht gespaltene H,O, wurde mit 
n/40 KMnO,-Lésung titriert. Der Anfangswert von KMnO, (wir 
bezeichnen ihn mit A) wurde bestimmt durch Titration des Reaktions- 
gemisches, welches vor der Enzymzugabe mit Schwefelsiure angesiuert 
worden war. Folgende Tabelle enthalt die Ergebnisse: 


Tabelle I. 


8ccem Probe I in 50cem n/20 H,O, reagierender Mischung, 
A = 20,15cem n/40 KMnQ,. 








Pu: | 47 | 63 69 7,5 7,7 7,9 85 9,0 


n/40 KMnOgnach 10’ . 20,05 15,45 12,90 12,385 12,15 | 12,275 14,825 17,17 
n/40 =, » 25’. | 19,95/ 18,35) 989) 935 90 | 9,385 12,85 | 16,70 
KMn0O, entsprechen 
d. gespaltenen Hy Oy 
2 Se 01 47 | 7,25; 7,8 | 80 
6,8 


7,875 5, 
Dasselbe nach 25’ . . | 0,2 /10,35'10,8 11,15 10,8 7 


2.98 
3,45 


Aus obigem Ergebnis ist einmal zu ersehen die starke Abhangigkeit 
der Malzkatalasewirkung von der Wasserstoffionenkonzentration und 
dann das Optimum der Wirkung, das zwischen etwa pg 7 bis 8 liegt. 
Um das aus obigem Versuch hervorgehende pg-Optimum genauer zu 
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bestimmen, wurden zwischen pg 6,5 und 8,0 Versuche mit kleinen 
pa-Intervallen vorgenommen. Die Enzymlésung wurde diesmal vor 
Gebrauch 3 Tage in flieBendem Leitungswasser durch Pergamentpapier 
dialysiert. (Nach der Dialyse zeigte die Probe das py 6,4.) Als Puffer 
wurden 10 cem von dem m/15 Phosphatgemisch gebraucht. Aus mehreren 
Versuchen haben wir als Beispiel folgende Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle II. 


5cem Probe II (dialysiert) in 50ccm n/20 H,O, reagierender Mischung, 
A = 20,3 cem n/40 KMnQ,. 





pu: 65 6,8 7,2 7.6 7.8 8.0 
n/40 KMnO, nach 15’ . | 15,5 15,0 | 14,75 14,675 14,8 14,975 


n/40 ‘ » 90’. || 12,725 11,9 | 11,675 11,625 11,725 11,90 
KMnQ, entsprechen ¥ 
d. gespaltenen Hy Og, 
~ eS 4,80 5,30 5,55 5,625 
Dasselbe nach 30’ . . 4,575 8,40 8,625 8,675 


Die beiden Resultate sind in Abb. 1 und 2 graphisch dargestellt. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Wie aus vorgenannten Versuchen sowie aus Abb. 1 und 2 hervor- 
geht, liegt das py-Optimum der Malzkatalase unter den angegebenen 
Bedingungen bei pq 7,4 bis 7,5. 


II. Reaktionskonstante der H,0,-Spaltung durch Malzkatalase. 


Die Forscher, die sich mit der Kinetik der Katalase beschaftigen, 
machen immer wieder die Erfahrung, daB bei starkeren H,0,-Konzen- 
trationen sich eine starke Tendenz zur Verringerung der Reaktions- 
geschwindigkeit bemerkbar macht. H. v. Euler (5) erhalt eine gute 
Konstante erster Ordnung bei m/20 H,O, und 0°C, Senter (6) bei 
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m/80 H,O, und 0°C, wahrend S. Hennichs (7) sie bei 0,015 n bei 0°. 
erhalt. Morgulis (8) zeigt, daB die H,O,-Spaltung durch die Katalas: 
je nach den relativen Mengen dieser beiden Substanzen, im Reaktions 
system vor sich geht, und zwar nach dem Gesetz erster Ordnung, zweite: 
Ordnung oder 144 molekular. Neuerdings haben S. M. Maximowitsch 
und E£. 8. Awtonomowa (9) bei ihrem Studium der Kinetik der Blut 
katalase festgestellt, daB der fermentative ProzeB der H,O,-Spaltung 
durch die Katalase den Gesetzen einer monomolekularen Reaktion 
folgt. Der Grad der Abweichung von dem gesetzmaBigen Verlaut 
hangt von der Intensitat der Begleitreaktion der Inaktivierung der 
Katalase durch H,O, ab. Die genannten Autoren erhalten eine Formel. 
welche den Gesamtausdruck des Gesetzes zwischen Katalase und H,0, 
in verschiedenen Verhaltnissen der Konzentration darstellt. 


Um die Reaktionsgeschwindigkeit der Malzkatalase zu _priifen, 
wurden Versuche wie folgt ausgefiihrt : 





Tabelle III. 
kt ee, Oe Se 3 4 5 6 
4nH,O,.... : 8,0 5,0 4,0 3,2 2,0 1,0 
Phosphatgemisch py 7,4 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Ek 5 op gl ig kg ,0 8,0 9,0 9,8 11,0 12,0 
Probe I... ... 0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
Normalitat an H,O, . "ho "Nhe eo "/a5 ‘40 ‘eo 


Fiir jede dieser Versuchsreihen wurden zehn Reaktionsmischungen 
bereitet. Drei derselben, ohne Probe, aber mit entsprechenden Mengen 
Wassers, wurden benutzt fiir die Bestimmung des Anfangswertes 
von KMnQ,, welchem nach 10, nach 30 und nach 50 Minuten 10 cem 
10% iger Schwefelsiure und danach 2ccm Enzymprobe hinzugesetzt 
wurde, worauf das Ganze mit n/20 KMnO,-Lésung titiert wurde. 
Den anderen Versuchskolben wurde nach einer Zeit von 10, 15, 20, 25, 
30, 40 und 50 Minuten je 10 ccm Schwefelsiure zugegeben und dann 
das Ganze ebenfalls mit n/20 KMnO,-Lésung titriert. Als Resultat 
ergaben sich Konstanten der monomolekularen Reaktion nach der 
Formel 
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wobei mit A die Anfangsmenge von H,O,, mit X die Menge des im 


Zeitraum ¢ gespaltenen H,O, ausgedriickt wird. 


wird aus der Formel 


D ..4-t, 
eat > icy t 
= 1 = f(D) 
TS See 


+ log - 


D 
log pn x 4 
. Z 


abgeleitet. 


Die Unbekannte D 


Auf Grund der von den genannten Autoren gemachten Angaben 
ist der D-Wert der Grenzwert fiir das gespaltene H,O, und gleichzeitig 


ein MaB der Katalasemenge. 
Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse : 








Tabelle IV. 
Nr. || t(m) | A—z r k C; D 
A = 40,1 n/20 KMn0Q,. 
1 || 10 33,5 6,6 0,007 81 | 0,000.37 to — too == 28,37 
15 313 | 88 0,007 17 0,000 36 tis — tso —= 24,73 
20 29,35 10,75 | 0,00€77 0,000 37 too — fag = 25,24 
2 | 27,9 122 |, 0,00%30 0,000 36 fog, — teg = 29,08* 
30 | 26,5 13,6 |'0,00599 0,00037 pres cece ag oe 
40 | 2425 | 15,85 | 0,005.46 | 0,00037 | '™ Durchschnitt 24,45 
| BO 22.35 17,75 | 0,00508 0,00039 
A = 25,1 n/20 KMn0O,. 
2) 10 20,3 4,8 0,009 11 | 0,000 47 to — too = 21,50 
15 18,6 6.5 | 0,00868 0,000 47 ths —tso = 22,45 
20 17,15 7,95 | 0.00827 0,000 47 too — to == 22,48 
25 15,9 9,2 | 000793 , 0,000 47 tos — tee = 21,96 
30 14,9 10,2 | 0.00755 0,000.47 a 
40 | 182 11.9 | 0,00698 | 0,00047 | 'm Durchachnitt 22,08 
| 50 11,9 13,2 0,006 48 0,000 47 
A = 20,1 n/20 KMn0,. 
3 | 10 15,9 42 | 0,01018 | 0,00060 to — tao = 18,61 
(15 14,4 5,7 | 0,00966  0,00061 ti, — tso = 19,47 
| 20 13,2 6,9 | 0,009138 0,00061 teo — tuo = 19,04 
| 25 12,2 7,9 0,008 67 0,000 60 tos — tso == 19,58 
| 30 | 11,25 8.85 | 0,00840  0,00061 a 
| 40 99 10.2 0.007 69 0,000 63 Im Durchschnitt 19,125 
50 8,8 11,3 | 0,00718 | 0,00060 
A = 16,1 n/20 KMnQ,. 
4 || 10 123 | 38 0,011 69 | 0,000 70 tro — too == 21,80* 
15 10,9 5,2 0,011 29 0,000 71 tis om tso = 18,88 
20 9.8 6,3 0,01078 0,000 71 too — ty = 18,19 
25 8,9 7,2 0.01030 0,00070 ty; — tso = 19,88 
1 80 | 8! 8,0 0,00994  0,00071 aenteamaieiael 
40) 69 92 | 0.00920  0,00070 im Durchschnitt 18,81 
50 5,9 10,2 0,00872 0,00071 


* Abweichende Zahlen wurden zur Berechnung des Durchschnitts ausgelassen. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Nr. t(m) A-—z ; : z k Cy D 
A = 10,1 n/20 KMn0Q,. 

5 || 10 7,5 2,6 0,01293 | 0,001 43 tro — tao 9,32 
15 6,7 3,4 0,01188 | 0,001 39 tis — tgo = 10,30 
20 6,0 4,1 0,011 31 | 0,001 40 teo — too == 11,79 
25 5,45 465 | 0.01072 | 0,001 39 tos, — tho = 13,40° 
30 5,0 5,1 0,01018 | 0,00189 | 1 purcbschnitt 10.47 
40 4,15 5,95 | 0,00966 | 0,001 45 ae ere 
50 3,5 6,6 0,00921 0,001 51 

A = 5,1. 

6 610 3,7 1,4 0,013 94 | 0,001 80 tho — too = 9,30 
15 8,2 1,9 0,01349 | 0,001 80 the —tso = 7,84 
20 2.8 2.3 0.01302 | 0.00180 too — tye = 8,58 
25 2.4 2,7 0,013 09 0,001 88 tos, teat ts = 6,46* 
30 2.15 2,95 | 0.01250 | 0,00185 | | namin 8.56 
40 1,75 835 0,01161 | 0,001.80 ee soit 

| 50 1,45 8,65 0,01092 | 0,00182 | 


* Abweichende Zahlen wurden zur Berechnung des Durchschnitts ausgelassen. 


Aus obiger Tabelle ist ersichtlich, daB die Konstanten der mono- 
molekularen Reaktion unter den angegebenen Bedingungen auch bei 
schwachster Konzentration von H,O, (n/80) fallen, wahrend die C,- 
Gré8e in allen Fallen sehr gute Konstanten gibt. Mazximowitsch und 
Awtonomowa haben gezeigt, daB im Reaktionsverlauf mit gleichen Mengen 
von Blutkatalase bei verschiedener Konzentration von H,O, in ziemlich 
weitem Mae die D-Werte fast gleich sind, wihrend bei unseren Ver- 
suchen die D-Werte nicht gleich waren, sondern entsprechend der 
Konzentration von H,O, variierten, und zwar: je konzentrierter das 
H,O, war, um so gréBer wurde der D-Wert. 


(Als mir die Veréffentlichung von Maximowitsch zur Hand kam, 
war obiger Versuch schon abgeschlossen. Ich habe diesen interessanten 
D-Wert der Malzkatalase nicht weiter gepriift, werde ihn aber bei 
spaterer Gelegenheit untersuchen.) 


Ill. Enzymmengen und Reaktionskonstanten. 


Die direkte Proportionalitat der Katalasemengen und Reaktions- 
konstanten hat Samuel Hennichs (10) im hiesigen Laboratorium mit 
Leberkatalase in 0,015 n H,O,-Lésung und bei 0° eingehend gezeigt. 
Unter unseren Bedingungen einer héheren Temperatur und starkeren 
Konzentration von H,O, war die monomolekulare Reaktionskonstante k 
bei einer Reaktionszeit von 10 bzw. 15 Minuten mit der Enzymmenge 
ziemlich proportional, wie beispielsweise aus folgender Tabelle er- 
sichtlich ist. Als Puffer wurden wechselnde Mengen von m/15 Phophat- 
gemisch von px 7,4 gebraucht, so daB bei wechselnden Mengen von 
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Proben der Gehalt an Phosphat in der Reaktionsmischung nahezu 
gleich bleibt, da die Probe etwa m/30 Phosphat enthalt. H,O, in der 
Mischung ist n/40. Die den wechselnden Mengen der Fermentlésung 
entsprechenden Mengen KMnO, wurden ermittelt durch Kontroll- 
versuche, und die Titrationszahlen sind korrigiert fiir die eigentliche 
H,O,-Spaltung. 
Tabelle V. 
In 20cem n/40 H,O, reagierender Mischung, 15 Minuten bei 20°, 

A = 19,95 cem (korr.) n/40 KMnQ,. 





Probe IV cem . || 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 
Poffer .. .. || 3,75 3,5 3,0 2.5 2.0) 1.5 
A—za (korr.) . 18,125 16,45 13,65 11,375 9.4 7,7 
k. : . . | 0,00278) 0,00558) 0,01099 0,016 33 0,021 79 | 0,027 56 


k/Enzym Menge 000555 0,00558 0,00549 0,005 44 0,00545 | 0,005 51 

Aus obigen Resultaten geht hervor, daB die Monomolekular- 
konstante der Malzkatalasewirkung unter den angegebenen Bedingungen 
mit ziemlicher Genauigkeit als Ma fiir die Enzymmengen gilt. 


IV. Optimumtemperatur der Malzkatalasewirkung. 


Die Versuche sind mit 1 bzw. 2ccm Probe V, 5 cem Pufferlésung 
in n/40 H,O,-Lésung von 20 ccm Reaktionsmischung, im Wasserbad 
bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt. Nach der Reaktionszeit 
wurden 10 ccm Schwefelsaure in die Versuchskolben eingegossen und 
das unverainderte H,O, mit n/40 KMn0O,-Lésung titriert. Die Resultate 
waren wie folgt: 

Die A-Werte wurden durch besondere Versuche bestimmt. 


Tabelle Via. 


leem Probe V in 20 ccm n/40 H,O, reagierender Mischung, Reaktionszeit 
30 Minuten, A = 20cem n/40 KMnQ,. 





Temperatur: 0° 10° 20° 30° 40° 
A—aw.... 15,75 14,8 13,7 13,6 15,05 
ee, < ss 3,4 4,3 5,5 5,6 3,1 


Tabelle VIb. 
2cem Probe V in 20 ccm n/40 H,O, reagierender Mischung, Reaktionszeit 





15 Minuten. 
‘Dingnntees 0° 100 200 250 : 30° 330 : 40° 
| 
eee 20,25 | 202 20,15 20,15 20,15 20,15 20,125 
A—a... | 15875 | 15,0 | 13875 13575 13875 136 14,675 
k.108 .. . | 7,0 93 |108 |115 | 119 11,4 9,1 
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Die beiden Resultate sind in Abb.3 graphisch dargestellt. Es 
ist aus Abb.3 ersichtlich, daB unter den angegebenen Versuchs- 
bedingungen die optimale Temperatur der Malzkatalasewirkung 
bei etwa 30° liegt. 
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Abb. 3. 


V. Temperaturkoeffizient der H, 0,-Spaltung 
durch Malzkatalase. 


Bekanntlich gilt fiir die Abhaingigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keit von der Temperatur, auch wenn die Reaktionen durch Enzyme 
katalysiert werden, in weiteren Grenzen die Formel von Arrhenius: 


A(T, — T,) 


a BF, 


wobei A eine Konstante bedeutet, R die Gaskonstante, T, bzw. 7, 
die den Reaktionsgeschwindigkeiten k, und k, entsprechenden absoluten 
Temperaturen und e die Basis der natiirlichen Log. Aus der obigen 
Temperaturformel ergeben sich die folgenden Hilfsformeln: 
tt ae log (k,/k,). 7.72.2 
M(T, —T,) 
und 
AM (T,—T,) 
log k, = logk, + 2.7,.7, ’ 


wobei M = log e = 0,4343 ist. 


Wenn die Temperaturkoeffizienten k,/k, und die Temperatur- 
konstanten von Arrhenius A aus dem Versuch der Tabelle VIb aus- 
gerechnet werden, erhalt man: 
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Tabelle VII. 





Temperatur k . 103 Temperaturgebiet ko [hy A 
ge 7,0 
5 8.5 0° — 5° 1,20 5535 
10 9,3 5 —10 1,09 2719 
15 10,0 10 —15 1,08 2511 
20 10,8 15 — 20 1,08 2598 
25 11,5 20 — 25 1,07 2364 
30 11,9 25 — 30 1,05 


Aus unserer Untersuchung geht hervor, daB die Malzkatalase 
ihre Aktivitat bei 0° noch ziemlich stark behalt, und daB der Wert 
des Temperaturkoeffizienten k,, 5 : kt zwischen 5 bis 25° fast konstant 
ist. Die Konstante A der Arrheniusschen Temperaturformel zwischen 
5 bis 25°, berechnet bei einer Temperaturdifferenz von 5°, ist ziemlich 
konstant. 


VI. Tétungstemperatur der Malzkatalase. 


H. v. Euler (11) hat die ,,T6tungstemperatur“ definiert als diejenige 
Temperatur, bei welcher das Enzym in wisseriger Lésung ohne Beisein 
der Substrate bei festgelegtem optimalen py, nach 60 Minuten langer 
Erhitzung die Hélfte seiner Aktivijat verliert. 

In Glasréhren mit Stopfen wurden 10 ccm Enzymlésung (py 7,4) 
eine Stunde lang auf verschiedenen Temperaturen gehalten. Nach 
der Erhitzung wurden 2 ccm von der Lésung zur Katalyse verwendet, 
welche bei py 7,4 bei 20° 15 Minuten lang dauerte. Gleichzeitig wurde 
eine Katalyse mit einem ebenso groBen Volumen der Enzymlésung 
(2 cem), die nicht erhitzt war, ausgefiihrt. Das Resultat war folgendes: 


Tabelle VIIIa. 


2cem Probe VI, 5 ccm Puffer in 20 cem Reaktionsmischung von n/40 H,O,, 
15 Minuten bei 20°, A = 20cemn/40 KMnO, 








4 
ot 14,425 148 15,375 16,8 18,625 19,475 | 19,7 
nee 9,46 8,72 7.61 5.05 2,06 0,77 | 0,44 
Rel. & . . . || 100 92,2 80,4 53,4 21,8 8,1 4,7 

Tabelle VIII b. 

“Sanne | Nee | | 
temperatur: | echiest en? NE 38,5° ll | ~~ | 
A—2r... 14,125 14,6 15,6 16,4 18,52 19,45 19,675 
See 10,07 Ban i” Tae 5,75 2,22 0,81 0,47 
Rel. k . . . | 100 90,5 71,4 57,1 20,0 8,0 4.4 


g* 
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Die Werte der relativen Reaktionsgeschwindigkeiten sind in Abb. 4 
mit den entsprechenden Erhitzungstemperaturen graphisch dargestellt 
Aus Abb. 4 geht durch Interpolierung hervor, daB die Inaktivierung 
bei einstiindiger Erhitzung auf etwa 40° auf die Halfte der Aktivierung 
vorgeschritten ist. 


Die Tétungstemperatur der Malzkatalase liegt folglich bei etwa 40°C. 
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Abb. 4. 
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VII. Abhingigkeit des Inaktivierungskoeffizienten ke von 
der Temperatur. 


Aus dem Ergebnis des oben angegebenen Versuchs (Tabelle VIIa) 
wurden die Inaktivierungskoeffizienten nach der Formel 


1 ka 
ke = ; log ki 
berechnet, worin ¢ die Dauer der Erhitzung in Minuten angibt, ka die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Katalyse durch nicht erhitzte Enzym- 
lésung, kt die Reaktionsgeschwindigkeit der Katalyse durch erhitzte 
Enzymlésung. In der folgenden Tabelle ist kc, entsprechend der Kata- 
lyse durch Enzymldésung, welche eine Stunde lang auf 60° erhitzt war, 
mit 100 bezeichnet. 
Tabelle IX. 














Temperatur k. 103 ke. 103 Rel. ke 
30° 8,72 0,6 2 
35 7,61 1,6 5,3 
40 5,05 45 15,0 
45 2,06 11,0 36,6 
50 0.99 163 54,3 
55 0,44 22/2 74,0 
60 0,15 30,0 100,0 
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Die Werte der relativen Inaktivierungskoeffizienten sind in Abb. 5 
mit den entsprechenden Erhitzungstemperaturen graphisch dargestellt. 
Aus Abb. 5 geht hervor, daB die Inaktivierung der Malzkatalaselésung 
nach einstiindiger Erhitzung auf 30° unbedeutend ist. Nach einer 
60 Minuten langen Erhitzung auf 35° ist die Inaktivierung schon deutlich 
sichtbar. Sie vollzieht sich dann sehr schnell. Nach einstiindiger Er- 
hitzung auf 60° ist die Aktivitaét auf etwa Null gesunken. 
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Abb. 5. 
































VIL. Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung der Malzkatalase. 


Man hat darauf aufmerksam gemacht, daB bei einigen Enzymen 
die Inaktivierung bei héherer Temperatur monomolekular verlauft, 
und daB fiir diese Enzyme die Beziehung 


1 ke 
ke = ; log ki 


gilt; so z. B. weist Tamman (12) fiir die Inaktivierung des Emulsins 
(Substrat : Salicin) bei 60° eine gute Konstanz der nach der amgegebenen 
Formel berechneten kc-Werte nach. Fiir alle Enzyme gilt aber dieser 
einfache Verlauf des Zerfalls nicht. Dies haben z. B. H. v. Huler und 
J. Laurin (13) mit Hefesaccharase und Eifr. Ernstrém (14) bei Malz- 
amylase nachgewiesen. In seiner eingehenden Untersuchung iiber 
Leberkatalase hat Senter (15) auch den Verlauf der Hitzeinaktivierung 
bei 45, 55 und 65° untersucht. Die Berechnung seiner Versuchsreihen 
ergibt eine starke Abnahme von kc. 


DaB die angegebene Beziehung auch bei Malzkatalase nicht gilt, 
geht aus den folgenden Versuchen hervor: 


In Probierréhren mit Stopfen wurden 10 ccm Katalaseproben 
mehrere Minuten lang auf 40 bzw. 42° gehalten. Nach der Erhitzung 
wurden die Lésungen zur H,0,-Spaltung verwendet, welche wie immer 
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ausgefiihrt wurde. Gleichzeitig wurde ein Versuch mit nicht erhitzter 
Enzymlésung vorgenommen. Die Inaktivierungskonstanten sind nach 
der Formel 


l ka 
ke = ; log 


berechnet. Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse: 


Tabelle X. 


2cem Probe VI in 20ccm n/40 H,O, reagierender Mischung, 15 Minuten 
bei 20°, A = 20,1 eemn/40 KMn O,. 





Erhitzungsdauer 


auf 40°. in Min. A-@ k. 103 Rel. k ke. 103 
L 
_ | 14,3 9,86 100 
30 15,7 7,15 72,5 4.6 
60 16,4 5,89 59,7 3,7 
90 16,9 5,02 50,9 3,2 
42°, in Min. I. 
= 14,3 9,86 100 
35 | 16,6 5.5 56,2 7,1 
60 | 17,2 4,51 45,7 5,7 
100 | 17,9 3,36 34,0 4,7 


Wie aus den beiden Versuchsreihen hervorgeht, nehmen die Werte 
von ke mit steigender Erhitzungsdauer ab, mit anderen Worten, die 
Inaktivierung geht mit steigender Erhitzungsdauer immer langsamer 
vor sich. In der Versuchsreihe Tabelle X (II) ist die Aktivitét wihrend 
der ersten 35 Minuten um 56°, und wahrend der folgenden 65 Minuten 
um nur 20°, gesunken. 


IX. Abhingigkeit der Temperaturempfindlichkeit der Malzkatalase von 
der Aziditit. 


Die Pufferungskapazitéat der Proben wurde mit n/10 HCl oder 
n/10 NaOH nach gewiinschten pg verindert; die Versuchsreihen 
waren wie folgt zusammengestellt : 


Tabelle XI. 





Probe V com... . | 10 10 | 10 10 10 


6 SC... .. iy ee ae en oh A 
n/10 NaOH. . - | nce ae aes ore 0,5 0.8 
> teapeieniieee we | aT ee 45 42 
Pu wabrend der Er- || | | | 

hiteung .....) 67 7,0 74 | «#79 8.2 


60 Min. auf 40° erhitzt. 3ccm von den erhitzten Proben in 20ccm n/40 H, 0, 
reagierender Mischung 15 Min. bei 20°, A = 19,75cecm n/40 KMnQ,. 
A—-@2 ....../] 16685 | 161 =| 16,175 | 16,775 17,825 

ks ht eee 50 | 59 | 5,8 4,7 3,0 





, 


die 7 
pzZw. 
74e 
von 
wure 
wie | 


Tabe 


Mal: 


de 
W: 


au 








izter 
1ach 


iten 


‘te 
lie 
er 
and 
on 


on 


er 
n 





Malzkatalase. 135 


Nach der Erhitzung wurden mit einem Teile von jeder Lésung 
die pa bestimmt, und es wurde dabei noch die Menge von n/10 HCl 
bzw. n/10 NaOH ermittelt, die notwendig ist, um die pq wieder auf 
7,4 einzustellen. 3 ccm von der erhitzten Probe mit den nétigen Mengen 
von Saure bzw. Alkali und dazu noch 5 ccm Phosphatgemisch (px 7,4) 
wurden zur H,O,-Spaltung verwendet. Die Reaktion wurde ausgefihrt 
wie immer, 15 Minuten bei 20°. Die Ergebnisse sind gleichfalls in der 
Tabelle XI niedergelegt 


Aus Abb. 6 ist ersichtlich, daB die Temperaturempfindlichkeit der 
Malzkatalase in starkem Mae abhingig ist von der Aziditat. Die 
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Abb. 6. 


gréBte Stabilitat liegt bei der Aziditaét py 7,2. Sie ist ein wenig nach 
der sauren Seite verschoben gegeniiber der ,,Aziditat der gréBten 
Wirksamkeit*. 


X. Abhiingigkeit der Inaktivierungskonstante ke von der 
Enzymkonzentration. 


Bei verschiedenen Enzymen hat man gefunden, da’ die Temperatur- 
empfindlichkeit bei steigender Enzymkonzentration zunimmt. Daf 
auch bei Malzkatalase diese Temperaturempfindlichkeit vorhanden 
ist, geht aus folgendem Versuch hervor: 


Katalaseprobe VI wurde mit m/30 Phosphatlésung von py 7,4 
in verschiedenen Proportionen gemischt, so daB Mischungen entstanden, 
die 1 cem Katalaselésung auf 1, 2, 3, 4 und 5 cem Mischung enthielten. 
In Probierréhren mit Gummistopfen wurden diese Mischungen eine 
Stunde lang auf 40° gehalten. Nach dem Abkiihlen wurde von jeder 
erhitzten Mischung so viel zur H,O,-Spaltung genommen, dab diese 
durch 2 cem Orginalenzymlésung katalysiert wurde. Es wurden auber- 
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dem verschiedene Mengen von Pufferlésung zugesetzt, so daB al! 
Proben einen nahezu gleichen Gehalt an Phosphat hatten. Die Reaktion 
wurde 15 Minuten bei 20° ausgefiihrt. Gleichzeitig wurde ein Versuch 
mit 2 ccm nicht erhitzter Katalaselésung gemacht. 


Tabelle XII. 


In 20cem n/40 H,O, reagierender Mischung, 15 Minuten bei 20°, 
A = 19,9cem n/40 KMnQ,. 





= . Erhitzte 

Probe vem. .... 2 2 4 6 8 10 
Puffer (7,4) .... 5 5 4 8 2 1 
Verdiinnung des kn- 

zyms wihrend der 

Erhitzung ... . 1:0 1:0 1:1 1:2 1:3 1:4 
en i eee | 142 | 16175 168 | 16475 | 16,625 17,7 
re ge 4 ack ee 9.8 6,0 5,8 5,5 5,2 3,4 
oS ars | 100 =~ 61.2 592 «6.10 530s 
ll a : 8,55 3.8 4,2 4,6 14 


Wie aus Tabelle XII hervorgeht, gilt, daS die Temperatur- 
empfindlichkeit bei sinkender Enzymkonzentration zunimmt. Bei 
Verdiinnung von 1:0 bis 1:4 wird der Inaktivierungskoeffizient etwa 
verdoppelt. 

Zusammenfassung. 


Bei unseren Versuchen iiber Malzkatalase erzielten wir folgende 
Resultate : 


1. Bei der Bestimmung der Malzkatalasewirkung in n/20 H,0,- 
Lésung bei 20°C wurde das Reaktionsoptimum bei py = 7,4 bis 7.5 
gefunden. Die optimale Zone erstreckt sich von etwa py = 7 bis 8. 

2. Es zeigte sich, daB die Konstanten der monomolekularen Re- 
aktion der Malzkatalasewirkung in n/80 H,0,-Lésung bei 20° fallen, 
wiahrend die C,-Werte von Maximowitsch und Awtonomowa in ver- 
schiedenen Fallen sehr gute Konstanten geben. Was den D-Wert betrifft, 
so stehen unsere Resultate nicht im Einklang mit den von Mazximo- 
witsch und Awtonomowa auf Grund ihrer Versuche mit Blutkatalase 
gemachten Angaben. 

3. Die monomolekularen Reaktionskonstanten bei 10 bzw. 15 Mi- 
nuten Reaktionszeit zeigten eine sehr gute Proportionalitét mit den 
Katalasemengen. 

4. Die optimale Temperatur der Malzkatalasewirkung in n/40 
H,0,-Lésung mit Phosphatpuffer von py = 7,4 liegt bei etwa 30°C. 

5. Die Malzkatalase behalt ihre Aktivitét bei 0° noch ziemlich 
stark. Der Wert des Temperaturkoeffizienten kt + 5: kt ist zwischen 
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5 bis 25° fast konstant. Die Konstante A der Arrheniusschen Tem- 
peraturformel bleibt zwischen 5 bis 25° ziemlich konstant, wenn mit 
einer Temperaturdifferenz von 5° gerechnet wird. 

6. Die Tétungstemperatur der Malzkatalase liegt bei optimalem 
pu bei etwa 40°C. 

7. Die Inaktivierung der Malzkatalase ist nach einstiindiger Er- 
hitzung auf 30° sehr gering, bei Erhitzung auf 35° ist jedoch nach einer 
Stunde die Inaktivierung schon deutlich sichtbar. Nach einstiindiger 
Erhitzung auf 60° ist die Aktivitaét nahezu auf Null gesunken. 

8. Die Inaktivierung der Malzkatalase verlauft nicht als mono- 
molekulare Reaktion, sondern die  Inaktivierungsgeschwindigkeit 


; ; l ka 
nimmt schneller ab, als es die Formel ke = + log verlangt. 


9. Die Temperaturempfindlichkeit der Malzkatalase zeigt starke 
Abhangigkeit von der Aziditat. Das Maximum der Stabilitat liegt bei 
der Aziditéit py = 7,2. 

10. Die Temperaturempfindlichkeit der Malzkatalase nimmt_ bei 
sinkender Enzymkonzentration zu. Bei einer Verdiinnung von 1: 0 
bis 1:4 wird der Inaktivierungskoeffizient etwa verdoppelt. 


‘ 
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Beitrige zum mikro- und histochemischen Alkaloidnachweis. 


Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus dem Institut fiir Botanik, Warenkunde und Technische Mikroskopie, 
Prag I.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1929.) 


Uber den mikrochemischen Nachweis, wenigstens von reinen 
Alkaloidsubstanzen, ist in den letzten Jahren auBerordentlich viel 
mitgeteilt worden; trotzdem sind noch viele Liicken geblieben und 
es ist noch mancherlei nachzutragen. Wesentlich sind bei der Verwendung 
mikrochemischer Versuchsmethodik zur Identifizierung von Alkaloiden 
zwei .Punkte. Erstens ist es sehr wichtig, daB die vielen nicht gut 
definierten Gruppenreaktionen, die oft aus Farbungen bestehen, durch 
wohldefinierte und in jedem Falle spezifische und typische Kristall- 
fallungen ersetzt werden. Auf diesen ersten Punkt haben Rosenthaler! 
und G. Klein? wiederholt hingewiesen. Zweitens ist sehr wichtig, 
dem Alkaloidnachweis direkt im Pflanzengewebe mehr Aufmerksamkeit 
zuzuwenden. Ein groBer Teil der Reaktionen ist nur an reiner Substanz 
studiert worden und der Nachweis im Gewebe steht noch aus. 

Vor kurzem berichtet nun Rosenthaler (1. c.) iiber ein neues Agens 
zum Nachweis von Alkaloiden in reiner Substanz, das sehr allgemein 
brauchbar ist und vor allem wohl charakterisierte Kristallfallungen 
gibt. Das Reagens ist das bekannte* Reineckesalz, das in gesittigter 
wasseriger Lésung benutzt wird. Der groBe Vorteil dieses Reagens 
besteht nun darin, um es nochmals ausdriicklich hervorzuheben, daB 
mit den verschiedensten Alkaloiden immer ganz spezifische Kristall- 
fallungen gewonnen werden. 

Uns interessierte es nun, diese von Rosenthaler eingefiihrten 
Reaktionen an méglichst vielen Alkaloiden unter Beriicksichtigung 
der Verhaltnisse in der Pflanze zu priifen. Bei solchen Untersuchungen 


1 L. Rosenthaler, Arch. d. Pharmacie 265, 1927. 
2 G. Klein, Praktikum d. Histochem. Wien, Springer, 1929. 
3 Tetrarhodanato-diammino-chromi-ammonium. 
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ist es immer gut, noch andere Reaktionen mitzupriifen, wir wahlten 
daher noch die Farbenreaktion mit Para-Dimethylamidobenzaldehyd, 
die von Wasicky in die Mikrochemie eingefitthrt wurde. Ferner priiften 
wir noch den EinfluB von Jodwasserstoffsiure, deren Brauchbarkeit 
in vielen Fallen von G. Klein (l.c.) erwiesen wurde. 


1. Coffein. Dieses Alkaloid kommt bekanntlich in den Samen bzw. 
Friichten von Kaffee und Kola vor, ferner in den Blattern von Tee und 
Maté. Bringt man reine Substanz von Coffein mit Reineckesalz zusammen, 
so entsteht zunachst keine Reaktion, wartet man etwa 10 bis 15 Minuten, 
so fallen rosa Kristallbiindel, Rosetten und Drusen aus, die sehr charakte- 
teristisch sind und somit ohne weiteres eine Scheidung von anderen 
Alkaloiden erméglichen. MiBGlicher steht die Sache im Gewebe der Kaffee- 
bohne und der KolanuB. In den Zellen selbst kann keine sichere Reaktion 
gewonnen werden. An diinnen Schnitten von Kaffeebohnen kénnen schwache 
drusenartige Kristallbildungen gefallt werden, die aber nicht immer gut 
beobachtet werden kénnen. Auch in dem austretenden Gewebesaft kann 
keine gute Reaktion erzielt werden, es fallen vereinzelte Kristallbildungen 
aus, aber der allgemein iibliche Nachweis mit Aurichlorid gibt durchweg 
viel starkere Reaktionen. Eine Lokalisierung in der Zelle ist allerdings 
auch mit Aurichlorid nicht méglich. Der Nachweis im Gewebe, speziell 
in Endospermen, ist natiirlich immer auberordentlich schwer, da_ hier 
stets die mannigfachsten Inhaltsstoffe vorhanden sind, durch die die 
Reaktionen sehr leicht iiberdeckt werden. Etwas gliicklicher verliefen 
die Versuche mit dem Teebla*t, hier konnten im Gewebesaft Kristall- 
bildungen erzielt werden und auch teils in den Zellen. Eine gute Reaktion 
erzielten wir mit Reineckesalz an den Sublimaten aus der Kaffeebohne. 
Zur Sublimation diente der Mikrosublimationsapparat von G. Klein (1. c.). 
Als giinstigste Sublimationstemperatur erwies sich eine solche von etwa 
100 bis 110°. Es ist ein sehr allmahliges Erhitven im Sandbad zu empfehlen. 
Mit dem Wasicky-Reagens gibt reines Coffein eine rétliche (schwache) 
Farbung und die Kaffeebohne desgleichen. Eine Lokalisierung ist leider 
wieder nicht méglich, da durch die Schwefelsiure das Gewebe rasch an- 
gegriffen wird. Jodwasserstoffsiure gibt keine brauchbare Reaktion, 
weder an reiner Substanz, noch im Schnitt. 


2. Theobromen. Von dem vorhin beschriebenen Alkaloid kann dieses 
mit Reineckesalz wohl geschieden werden. Zuniachst erfolgt dié Kristall- 
bildung frither und auBerdem fallen viel zartere Nadeln aus, ferner sind 
dieselben ausgesprochen kurz. Im Gewebe der Kakaobohne gliickte der 
Nachweis iiberhaupt nicht. Wasicky-Reagens bedingt selbst nach Er- 
wirmen keine Reaktion. Jodwasserstoffsiure bedingt sofort eine Kristall- 
fallung, und zwar zundchst in Form von gelblichen Plaittchen, die immer 
starker und dunkler werden. Im Gewebe lassen sich auch diese beiden 
Methoden nicht verwerten. 


3. Atropin. Uber die Kristallfaillung mit Reineckesalz hat hier bereits 
Rosenthaler berichtet. Die Reaktion mit reiner Substanz ist auch tatsachlich 
vorbildlich schén. Hier steht die Sache auch im Gewebe etwas giinstiger. 
Wir untersuchten eine Pflanze, die am 3. Juli gepfliickt wurde. Der Stamm 
ist, wie bereits Klein angibt, relativ arm an Alkaloid. Hier kénnen wir 


1 R. Wasicky, Zeitschr. f. analyt. Chem. 54, 393, 1915. 
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schwache Kristallfallungen erhalten, starker treten sie im Rhizom und in 
der Bliite auf. Besonders deutlich ist die Kristallfallung hier im Gewebesa/t 
zu erkennen, Wasicky gibt fiir Atropin nach Erwarmen Rotfarbung an. 
In den Geweben kann desgleichen eine Rotfairbung erzielt werden, dic 
besonders in dem unteren, nicht gefarbten Teile der Bliite sehr schén zu 
beobachten ist. Uber den Nachweis mit Jodwasserstoffséure hat hier 
G. Klein schon alles Wichtige erwahnt. 


4. Chinin. Auch hier ist die Reaktion von Rosenthaler bereits be- 
schrieben. Dieselbe ist auBerordentlich charakteristisch und erlaubt eine 
einwandfreie Identifizierung des Alkaloids. Wir konnten hier auch in der 
Droge, und zwar in gepulverter Chinarinde Loxa ein positives Ergebnis 
erzielen. 


5. Colchicin. Reine Substanz stand uns leider nicht zur Verfiigung. 
Wir versuchten den Einflu8 von Reineckesalz an Schnitten und konnten 
im Gewebesaft vereinzelte typische schwarze Kristallnadeln erzielen. 
Zur Kontrolle wurden Versuche mit den von Klein beschriebenen Reagenzien 
gemacht, die auch Fallungen ergaben. AuBerdem wurden junge Knollen 
verwendet, von denen bekannt ist, daB sie reich an Alkaloid sind. 


6. Rizinin. Dieses Alkaloid wird mit Ammoniak und Chloroform 
nach den Vorschriften von G. Klein extrahiert, es kann in der reinen 
Substanz eine Fillung erzielt werden, und zwar nach einiger Zeit. Es 
treten algenartig verzweigte Kristalle auf. Im Schnitt ist der Nachweis 
nicht gegliickt. 


7. Antipyrin gibt sofort eine Fallung, die aus ganz feinen Kristallen 
besteht, die zur Identifizierung ausgezeichnet geeignet sind. 


8. Papaver somniferum Alkaloide. Fiir Morphin und Narcein ist der 
Nachweis bereits erbracht. Wir stellten uns Schnitte durch den Stengel 
her, um hier die Reaktion mit dem Salze zu studieren. Es ergab sich hier 
ein eigenes Resultat. Die starken Eckenverdickungen des Collenchyms in 
der Umgebung der Leitbiindel werden unregelmaBig, zackenartig lila 
ausgefirbt. Die iibrigen Teile der Pflanze geben keine Reaktion. Im Léngs- 
schnitt zeigte es sich, daB es sich im wesentlichen um eine Ausfairbung 
handelt, mit einzelnen Kristallen. Ob es sich dabei um Alkaloide handelt, 
ist fraglich, aber immerhin méglich, da bekannt ist, da speziell in den 
Intercellularsubstanzen Ausscheidungen gebildet werden. Die Collenchym- 
gewebe von Schneeball und Holunder ergeben keine Farbung, ebensowenig 
die Intercellularriume im Markparenchym des Holunders. Dagegen gibt 
das Collenchymgewebe der gemeinen Balsamine auch diese Farbung; 
dieselbe tritt aber regelmaBiger auf und 148t im Langsschnitt keine Kristalle 
erkennen. 


9. Chelidonium majus. Es ist bekannt, da8 der Milchsaft dieser Pflanze 
eine Fundgrube fiir Alkaloide ist. Nach Zusatz konzentrierter Salzsaure 
scheiden sich dieselben in Form feiner Kristalle ab. Reineckesalz gibt 
nach dem Eindunsten einen ganz feinen Kristallniederschlag und ver- 
einzelt grébere Kristalle. Jedenfalls gibt aber die Salzséurereaktion ein 
iibersichtlicheres Ergebnis. 


10. Solanin, ein glykosidartiges Alkaloid, gibt nach Zusatz von Reinecke- 
salz eine tiefe Rotfarbung. Diese Reaktion kann man auch an Keimen 
von ausgewachsenen Kartoffeln sehen. Sie entspricht in ihrem Ausmaf 
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ier von Molisch! eingefiihrten Reaktion mit Ammoniumvadanat und 
Schwefelsaure. 

11. Eine schwache Rotfairbung nimmt auch das Glykosid Askulin an. 

12. Saponinum crudum wird rot gefirbt. Die saponinhaltigen Rhizome 
von Saponaria officinalis und Alliaria officinalis werden desgleichen rot 
gefarbt. 

Zusammenfassung. 

1. Reineckesalz ist, wie bereits an vielen Alkaloiden Rosenthaler 
zeigte, ein vorziigliches Hilfsmittel, um die verschiedensten Alkaloide 
zu identifizieren. Die Kristallfallungen sind spezifisch und es werden 
kaum von einem anderen Reagens so gute Fillungen erhalten. Es 
verdient als spezifisches Gruppenreagens Bedeutung. 

2. Im Gewebe liegt die Sache viel ungiinstiger, hier laBt sich 
seltener ein genauer Lokalnachweis mit dem Salze erbringen, etwas 
besser ist die Sache im Gewebesaft. 

3. Saponinartige Substanzen ergeben, soweit unsere Versuche 
reichen, eine Rotfarbung. 


1 H. Molisch, Mikrochemie der Pflanze. Jena 1921. 


Probleme des Stickstoffkreislaufs. 


I. Mitteilung: 


Uber das proteolytische Vermégen der Mikroben im allgemeinen und des 
Bact. coli im besonderen. 


Von 
Alexander Janke und Hans Holzer. 


(Aus dem Institut fiir Technische Biochemie und Mikrobiologie an der 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1929.) 


‘ I. Einleitung. 


Vielfaltige Erfahrung hat gelehrt, daB eine Anzahl von Bakterien 
imstande ist, Protein mehr oder weniger rasch abzubauen, wahrend 
anderen diese Fahigkeit mangelt bzw. in nur sehr geringem MaBe 
zukommt. Bei manchen Mikroben, so vor allem beim Bact. coli, sind 
die Meinungen unter den Forschern diesbeziiglich geteilt. 


Dem typischen Bact. coli Lehm. et Neum. (Escherichia coli Cast. et 
Chalm.') wird die Fahigkeit zum Abbau von EiweiBarten abgesprochen 
und hat Wollman? auf diesem Mangel eine Methode zum Nachweis der 
proteolytischen Fahigkeit von Bakterien beschrieben, auf die weiter unten 
noch zuriickzukommen sein wird. In neuerer Zeit ist nun von mancher 
Seite, speziell durch Staffe* behauptet worden, dali sowohl das Bact. coli 
als auch verwandte Bakterien der Typhi- und Paratyphi-Gruppe zum 
Caseinabbau befahigt seien. Genannter Forscher ziichtete die fraglichen 
Bakterien in keimarm gewonnener, fraktioniert bei 100° sterilisierter Milch 
bei 37° im feuchten Brutschrank, entnahm in bestimmten Zeitraéumen 


1 Vgl. K. B. Lehmann und R.O. Neumann, Bakteriologie, 7. Aufl., 
Miinchen 1927; Bergey, Manual of Determinativ Bacteriology, 2. Aufl., 
Baltimore 1925. 

2 EK. Wollman, C. r. soc. de biol. 82, 1263 bis 1264, 1919; EZ. Wollman, 
A. Urbain und J. Ostrowsky, ebendaselbst 87, 1138 bis 1139, 1922; E. Woll- 
man und Mme. Wollman, Bull. Soc. Chim. Biol. 6, 869 bis 872, 1924. 

3 A. Staffe, Milchwirtsch. Forsch. 5, 361 bis 373, 1928; Derselbe, Fort- 
schritte d. Landwirtsch. 8, H. 7, 1928. 
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je leem Milch und bestimmte den abgebauten Stickstoff nach Ausfallung 
der EiweiBkérper mittels MgSO, und Methylalkohol (Methode von Miinch- 
berg) nach dem Mikrokjeldahlverfahren. Es zeigte sich, daB im Verlauf 
von mehreren Wochen ein ziemlich betrichtlicher EiweiBabbau (durch- 
schnittlich 30,8°,) eintrat. 

Die ganze Angelegenheit des mikrobiellen EiweiBabbaues im all- 
gemeinen und durch das Bact.coli im besonderen scheint an einer 
Unklarheit der Problemstellung zu leiden, indem die beiden folgenden, 
wesentlich verschiedenen Fragen in ihrer Beantwortung nicht ge- 
niigend auseinandergehalten werden: 

1. Verfiigen die verschiedenen Mikroben iiber proteolytische 
Enzyme und welcher Typus liegt im bejahenden Falle vor ? 

2. Sind die lebenden Zellen imstande, diese Enzyme auBerhalb 
der Zellmembran bzw. in den Grenzschichten zur Wirksamkeit zu 
bringen ? 

Was zunachst die Beantwortung der ersten Frage anlangt, so 
ist es in hohem Grade wahrscheinlich, daB alle Mikroben iiber proteo- 
lytische Enzyme verfiigen, da ja bei deren Absterben ein Abbau des 
zelleigenen EiweiBes (Autolyse) eintritt. 

Bei den Bakterien speziell wurde die Autolyse durch Sturges und 
Rettger? eingehend studiert ; wenn diese orscher beim Bact. coli nur geringe 
Veranderungen der stickstoffhaltigen Zellbestandteile feststellten, so ist 
dies offenbar darauf zuriickzufiihren, daB bei dieser Bakterienart die Auto- 
lyse sehr langsam vonstatten geht, wie dies bereits 10 Jahre friither Alilaire® 
beobachtet hatte. Die Coliprotease wurde durch Schierge* genau untersucht, 
der fiir diese die py-Grenzen zu 4,5 bis 9 und das py-Optimum zu 6 bis 6,6 
ermittelte sowie die intensivste Einwirkung beim Casein feststellte. Diese 
Befunde decken sich betreffs der py-Angaben mit jenen von Dernby® an 
typischen Gelatineverfliissigern (Bact. pyocyaneum, Bact. vulgare, Bact. 
prodigiosum, Bac. subtilis, Bac. sporogenes und Bac. histolyticus), so 
daB es wahrscheinlich ist, da ein einheitliches Enzym vorliegt, das innerhalb 
eines breiten Reaktionsbereichs und bei einem dem Neutralpunkt nahe- 
liegenden Optimum (py = 6 bis 7) wirkt. Uber die Natur diese’ Enzyms 
sind wir noch sehr wenig unterrichtet. 

Da demnach das Bact. coli iiber eine Protease verfiigt, ist es ohne 
weiteres verstandlich, daB tiberall dort, wo geschwachte oder bereits 
abgestorbene Individuen dieser Bakterienart anzutreffen sind, die 
proteolytische Wirkung auBerhalb der Zellen manifest wird. Doch 
ist dieses Verhalten nicht allein fiir das Bact. coli charakteristisch, 
vielmehr tritt dasselbe bei allen Nichtverfliissigern in Erscheinung, 


1 F. Miinchberg, Milchwirtsch. Forsch. 8, 403 bis 413, 1926. 

2 W. Sturges und L. F. Rettger, Journ. of Bacteriol. 7, 551 bis 577, 1922. 
3 EF. Alilaize, Ann. Inst. Pasteur 27, 118, 1913. 

4 M. Schierge, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 680 bis 699, 1926. 
5 K.G. Dernby, diese Zeitschr. 126, 105 bis 108, 1922. 
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weshalb Ch. W. Brown! bereits vor 17 Jahren auf die Bedeutung letztere; 
Organismen fiir den EiweiBabbau in lagernder Butter und reifendem 
Kase hingewiesen hat, in welchen Molkereiprodukten eben groBe Menge 
toter und lebensschwacher Bakterienzellen anzutreffen sind. 


Wesentlich schwieriger gestaltet sich die Beantwortung der zweiten 
Frage. Es ist die Ansicht geiuBert worden (Rettger?, Oppenheimer®) 
daB die in den Kulturfiltraten sich vorfindenden proteolytischen 
Enzyme nur aus lebensschwachen und abgestorbenen Zellen stammen; 
sofern diese Annahme zutreffen sollte, miiBten die proteolytisch 
wirkenden Mikroben von jenen, denen diese Fahigkeit mangelt, durch 
ein rascheres Absterben bzw. durch einen schnelleren Eintritt der 
Grenzschichtschidigung unterschieden sein. Es besteht jedoch auch 
die Méglichkeit, daB das abweichende Verhalten der beiden Gruppen 
von Mikroben darin seinen Grund hat, daB bei den Nichtverfliissigern 
nur die toten und Jebensschwachen Zellen, bei den proteolytisch 
wirkenden auch die lebenskraftigen Zellen am EiweiBabbau beteiligt 
sind. Die Ursache fiir dieses unterschiedliche Verhalten kénnte in 
einer verschiedenen Organisation der Zelle bzw. der Grenzschichten 
gelegen sein, wobei es unentschieden bleibt, ob die Protease nach auBen 
sezerniert oder aber in den Grenzschichten angehauft wird. 


Il. Versuchsanordnung zur Feststellung der proteolytischen Wirkung ver- 
mehrungsfihiger und geschwichter Zellen. 


Den nachstehend mitgeteuten Versuchen, einen eventuellen 
Unterschied im proteolytischen Verhalten lebenskraftiger und ge- 
schwachter Zellen feststellen zu kénnen, liegt der Gedankengang zu- 
grunde, den EiweiBabbau durch sogenannte ,,ruhende Kulturen, 
das sind Massenaussaaten unter Bedingungen, die keine Vermehrung 
zulassen, zu verfolgen und in Parallelproben ein Gleiches mit kiinstlich 
geschwachten Kulturen durchzufiihren. Wenn die Anzahl der ver- 
mehrungsfahigen und jene der nicht vermehrungsfihigen Zellen in 
den Parallelproben bekannt ist, so kann aus dem friiheren oder 
spateren Eintritt des EiweiBabbaues in diesen auf das Verhalten der 
beteiligten Zellen geschlossen werden. Greifen naimlich die lebens- 
kraftigen Zellen das EiweiB nicht an, so wird in den geschwiachten 
Kulturen der Abbau zuerst eintreten, wahrend unter gegensitzlichen 
Verhaltnissen die Proteolyse im gleichen Zeitpunkt beginnen wird. 


1 Ch. W. Brown, Science 38, 378, 1913; Zentralbl. f. Bakt. IT, 40, 
165, 1914; 41, 272, 1914. 

2 Rettger, Journ. med. Research 13, 79, 1905. 

3 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 2, 
Leipzig 1926. 
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Als Substrat wurde in unseren Versuchen Casein gewahit. Wenn 
auch bei den einzelnen Bakterienarten zufolge Gorini! die casein- 
verdauende und gelatinelésende Wirkung keineswegs parallel geht, 
so liegt doch wohl das gleiche Enzym zugrunde (van Loghem?), das 
nur fiir die einzelnen Proteine verschiedene Wirkungsbedingungen 
(vor allem py-Optima) aufweist. 

Die einzelnen Versuche gestalteten sich — kurz skizziert —- wie folgt: 

1. Herstellung von Massenkulturen auf fliissigen oder festen 
Nahrbéden. 

2. Gewinnung einer Suspension der Bakterien in steriler Koch- 
salzlésung und Feststellung der Gesamtzahl der vorhandenen Zellen. 

3. Schwichung eines Teiles der aufgeschlammten Zellen mittels 
Chloroform und Ermittlung der Zah] vermehrungsfahiger Individuen 
in beiden Parallelproben. ° 

4. Einbringung einer bestimmten Zellenzahl in ein geeignetes 
Substrat und Aufbewahrung der ,,ruhenden Kultur“ unter ent- 
sprechenden Bedingungen. 

5. Entnahme von 2ccm Substrat in gewissen Zeitabstinden 
und Bestimmung der abgebauten EiweiBmenge. 

Eventuell 6. Nochmalige Ermittlung der Gesamtzah] vorhandener 
Individuen und der Zahl vermehrungsfihiger Zellen zwecks Fest- 
stellung einer eingetretenen Zu- oder Abnahme. 

Zu 1. Die Massenkulturen der Versuchsorganismen wurden zum 
Teil auf Bouillon, die aus Fleischwasser oder Hefewasser bereitet 
war, zum Teil auf Hefewasseragar in Erlenmeyerkolben bzw. groBen 
Doppelschalen beim Wachstumsoptimum gezogen. 

Bei den Versuchen kamen folgende Bakterien zur Verwendung: 


A. Nichtverflissiger. 

a) Aus dem Artbereich des Bact. coli (Escherich) Lehm. et Neum.: 

b) Coliahnliche: Bact. coli sim. Bact. coli comm. (Stamm Smyth) 
(Stamm Flexner), beide aus der Krdischen Sammlung, 

c) Bact. putidum (Fliigge) Lehm. et Neum.: aus der Instituts- 
sammlung. 

B. Verfliissiger. 

Bact. fluorescens (Fliigge) Lehm. et Newm.: aus Wasser frisch isoliert. 

Zu 2. Die Kulturen auf festen Nahrbéden wurden mit steriler 
physiologischer Kochsalzlésung abgeschlimmt und die Bakterien 


1 ©. Gorini, Worlds Dairy Congress 1928; daselbst weitere Literatur. 
2 J.J. van Loghem, Sitzungsber. d. kgl. Akad. d. Wiss. Amsterdam 
23, 115 bis 119, 1920. 
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aus dieser Aufschlammung in der elektrischen Zentrifuge abgeschleudert ; 
die flissigen Kulturen konnten unmittelbar zentrifugiert werden 
In beiden Fallen erfolgte eine Reinigung von anhaftenden Naihrboden 
resten durch Waschen mit steriler physiologischer Kochsalzlésung 
mit nochmaligem Abschleudern. 


Von den gereinigten Bakterienzellen wurde eine ziemlich dichte 
Aufschlammung in physiologischer Kochsalzlésung hergestellt und 
in dieser die Gesamtzah] an Bakterienzellen nach der Hefemisch.- 
methode ermittelt. Das Wesen dieser letzteren besteht darin, dai 
man die Bakterienaufschliammung mit einer Hefesuspension bekannter 
Zellzahl in einem bestimmten Verhaltnis mischt, das Gemisch durch 
kurzes Kochen in einer Farblésung farbt und auf einem Objekt- 
trigerausstrich die Verhaltniszah] zwischen Hefen und Bakterien 
feststellt !. 


Zu 3. Ein Teil der Bakteriensuspension von bekannter Gesamt- 
zellzahl wurde in einer sterilen Glasstépselflasche mit Chloroform 
unterschichtet und wahrend einer halben Stunde auf diesem Narkoticum 
belassen. Durch die Wirkung des letzteren tritt eine Schadigung der 
Grenzschichten ein, wodurch dieselben fiir Enzyme permeabel werden. 


Die Feststellung der Zahl vermehrungsfahiger Zellen in der ge- 
schwachten und ungeschwachten rer erfolgte nach der Kochschen 
GuBmethode. 


Zu 4. Durch Einbringen einer bestimmten Volumenmenge von 
jeder der beiden Suspensionen in das eiweiBhaltige Nahrmedium er- 
hielten wir Ansitze, von denen die Gesamtzellzahl und die Zahl 
der vermehrungsfahigen Zellen bekannt war. Diese Ansitze sind 
nur so lange als ,,ruhende Kulturen‘ zu betrachten, als keine Zell- 
vermehrung eintritt. Der vollstiéndige Ausschlu8 einer solchen stéBt 
jedoch auf groBe Schwierigkeiten, da alle zu deren Unterdriickung 
geeigneten MaBnahmen eine mehr oder weniger bedeutende Schadigung 
der Zellen herbeifiihren und hierdurch die Verhaltnisse uniiberblickbar 
gestalten. Wenn aber mit der Méglichkeit einer Zellvermehrung 
zu rechnen ist, dann darf die Untersuchung eines eventuellen Abbaues 
nur auf eine ganz kurze Zeitspanne ausgedehnt werden, sofern man 
nicht mit jeder chemischen Untersuchung auch eine Keimgehalts- 
ermittlung verbindet. 


Um den von Staffe gewahliten Arbeitsbedingungen médglichst 
nahe zu kommen, diente als eiweiBhaltiger Nahrboden zu den anfang- 


1 Naheres tiber die Durchfiihrung der Methode hei Janke-Zikes, Arhbeits- 
methoden der Mikrobiologie. Dresden und Leipzig 1928, S. 84. 
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lichen orientierenden Versuchen Milch bei einer Gesamteinsaat von 
| bis 500 Mill. Keime pro Kubikzentimeter (Versuchsreihe I). 

Diese relativ geringe Einsaat wurde auch bei der Versuchsreihe II 
noch beibehalten, jedoch die Milch durch die folgende Nahrlésung 
ersetzt: 1g K,HPO,, 05g MgSO,.7aq, 0,02g FeSO,.7aq, 10g 
Jasein (Hamarsten) mit H,O auf 1000 ccm; die 10g Casein wurden 
zunichst in 80ccm n/10 NaOH gelést und die fertige Nahrlésung 
vor dem Auffiillen mit H,O durch vorsichtigen Zusatz von HCl auf 
schwach alkalische Reaktion (pa == etwa 7,5) gebracht. 

Da sowonl bei Verwendung von Milch als auch bei jener der Casein- 
nihrlésung eine betrachtliche Zellvermehrung festgestellt worden 
war, verwendeten wir in der Versuchsreihe III bloB eine nahrsalzfreie 
Lésung von Casein (Hamarsten), die in der gleichen Weise wie oben 
durch Lésen in n/10-Lauge und Absittigen des Uberschusses der 
letzteren mittels HCl bereitet wurde, und steigerten die Einsaatmenge 
bis zu 8,5 Milliarden Zellen pro Kubikzentimeter. 

Die Versuchsreihen IV und V endlich fiihrten wir mit gleich hohen 
Einsaaten in derselben Caseinlésung, jedoch in Stickstoffatmosphire, 
durch. In den Versuchsreihen I bis [V betrug die Reaktionstemperatur 
37°, nur in der Versuchsreihe V wurde dieselbe bis auf 46° gesteigert, 
um dem Wirkungsoptimum der Protease naher zu kommen. Als GefaBe 
dienten anfanglich Erlenmeyerkélbchen mit Watteverschlu8, wobei 
jeweilig die Fliissigkeitsverdunstung festgestellt werden muBte, spater 
Glasstépselflaschen. Im vorstehenden soll eine Ubersicht iiber die 
Versuchsreihen gegeben werden. 





Gesamt+ 














Vers : ; Tem: 
—— Bakterienart Bag ccncqned Abbau in GefaB a peratur 
pro ccm °C 

I, 1 B. coli (Flexner) | } i, 500 37 
3 i » putidum.. «| Milch wee *K 1 37 

3 || , fluorescens. . | { j — 10,2 37 
Il,1 | , coli (Smyth) . Casein- 100 37 
2 » » (Flexner) nahr- 100 37 

3 | . fluorescens. . { lésung 100 37 
Il, 1 » coli (Smyth) . Nabr- Caseinlsg. 882 37 

bouillon ohne ; 
| Nabrst. Glas- 

eS oe = » stépsel- | 6 470 37 
2 . » (Flexner) | flasche 7 600 87 

3 || » putidum... Casein- 8 500 37 

: losung in = 

V,1 | , coli (Flexner) | Stickstoft- 4 000 37 
2 | , putidum . atmosph. 4270 46 

3 || » fluorescens . . | 3 500 46 

* 3 . . | Nahragar 9 600 46 


10* 


{) 
' 

iF 
iF 
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Zu 5. Die Untersuchung auf Proteinabbau erfolgte nach der 
von Miinchberg! angegebenen und auch von Staffe? benutzten Methy). 
alkoholmethode. Zu 2 cem der aus dem Versuchsgefi8 entnommene:, 
und in ein 20ccm-MeBkélbchen eingebrachten Probe wurden 0.4 ¢ 
kristallisiertes MgSO, hinzugefiigt und hierauf mit Methylalkoh«| 
(pro anal. Merck) bis zur Marke aufgefiillt Nach kraftigem Schiitteln 
und Filtrieren durch ein gehartetes Filter erfolgte in 2 cem des Filtrats 
die Bestimmung des Stickstoffs nach dem Mikrokjeldahlverfahren 
unter Verwendung des Destillationsapparates von Parnas -Wagner 
Mittels der letzteren Methode wurde auch der Gesamtstickstoffgehalt 
in 0,1 cem der Probe ermittelt. 


Zu 6. Gewisse Unstimmigkeiten im Verlauf des EiweiBabbaues 
veranlaBten uns, die Bestimmung des Gesamtkeimgehaltes sowie 
der Zahl der vermehrungsfahigen Zellen nach gewissen Zeitintervallen 
zu wiederholen, um so eventuell eingetretene Anderungen festzustellen. 
Und in der Tat ergab sich ein ganz bedeutender Zellzuwachs. So 
waren im Versuch III, 1 die eingesiten 882 Millionen Zellen bereits 
nach 4 Tagen auf 3170 Millionen in der ungeschwichten und auf 
2720 Millionen in der geschwachten Kultur angewachsen; nach weiteren 
7 Tagen betrugen die betreffenden Zahlen 39,737 bzw. 18,210 Millionen. 
Diese absolute Anderung des Keimgehalts tate nichts zur Sache. 
wenn das relative Verhaltnis zwischen Gesamtzahl der Keime und 
Zah] der vermehrungsfahigen Individuen gleich geblieben wiire; doch 
auch dies war nicht der Fall. Denn das anfiangliche Verhaltnis von 
2.3: 1 in der ungeschwachten bzw. 8000: 1 in der geschwichten Kultur 
anderte sich auf 13,4: 1 bzw. 32,4:1 nach 4 Tagen und auf 132,4: | 
bzw. 35,7: 1 nach 11 Tagen. Es hatte demnach die relative Zahl an 
vermehrungsfahigen Zellen in der ungeschwachten Kultur eine be- 
deutende Abnahme, in der geschwichten Kultur hingegen eine ge- 
waltige Zunahme erfahren. 


Bei den Kulturen in einer Stickstoffatmosphare (Versuchsreihe V) 
lieB sich das gegenteilige Verhalten feststellen, namlich Abnahme 
der Gesamtzahl; so war der Keimgehalt beim Versuch IV, 2 innerhalb 
4 Tagen von 4,000 Millionen auf 1,950 Millionen in der ungeschwachten 
und auf 1,790 Millionen in der geschwachten Kultur zuriickgegangen. 
Die Zahl der vermehrungsfahigen Zellen hingegen nahm auch unter 
diesen Verhaltnissen in der ungeschwachten Kultur stark ab, und zwar 
von 1,600 auf 21 Millionen, in der geschwachten aber von 2 auf 
24 Millionen zu. 


1 F. Miinchberg, Milchwirtsch. Forsch. 8, 403 bis 413, 1926. 
2 A. Staffe, Milchwirtsch. Forsch. 5, 361 bis 373, 1928; Derselbe, Fort- 
schritte d. Landwirtsch. 3, H. 7, 1928. 
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Da die Keimzahlermittlung immerhin ziemlich umstandlich und 
zeitraubend ist, haben wir uns daher zumeist mit der Feststellung 
begniigt, wie der Abbau einsetzt bzw. in welcher der beiden Parallel- 
kulturen er zuerst in Erscheinung tritt; dies lie8 sich zumeist innerhalb 
24 oder 48 Stunden konstatieren. 


Ill. Versuchsergebnisse. 


1. Versuche mit Bact. coli comm. (Stamm Smyth). 





Bakterienzahl in Millionen Methanolléslicher N 





Versuchs+ | Datum raw 2 og tad 4 tena 
1929 Gesamt — ——— Gehalt Zunahme 
a! 4. IV. u* 100 24 lan “— 
g* 100 0.008 || 1,769 0,464 
6. IV. u 0,464 0 
g 0,512 0,048 
a: Ev. u 0,464 0 
g 0,541 0.077 
iii, 1 19. IV. u 882 385 2,748 0,713 
g 882 0,116 2.677 0,649 
20. IV. u 0,778 0,065 
g 0,880 0,231 
ry, 3 29. V. u 6470 2600 2,392 1,129 
g 6470 2100 2,297 0,970 
31. V. u 0.925 —0204 
g 1,019 0,049 
a 3 & u 0,925 —0,204 
g 1,491 0472 


* u bedeutet ungeschwiacht und g geschwacht. 


Wie aus den vorstehend mitgeteilten Zahlenwerten hervorgeht, 
ist in allen mit diesen Bakterien angestellten Versuchen der Abbau 
in der geschwichten Kultur friiher bzw. in starkerem Ausmaf auf- 
getreten. Beim Versuch IV,1 war in der ungeschwiichten Kultur 
sogar eine Abnahme des methanolléslichen Stickstoffs wahrzunehmen, 
was auf eine Assimilation léslicher Stickstoffverbindungen hindeutet. 

Da immerhin mit der Méglichkeit gerechnet werden muSte, dab 
der bei den Versuchen mit Casein in Lésung gegangene Stickstoff 
gar nicht vom Casein stammt, sondern vielmehr von den der Autolyse 
verfallenen Bakterienleibern ausgeschieden wird, haben wir beim 
Versuch III, 1 auch den Gesamtstickstoff der Bakteriensuspension 
ermittelt; hierbei ergab sich, da vom Gesamtstickstoff der Proben 
bloB 0,082 mg N pro Kubikzentimeter auf den mit der Bakterien- 
suspension eingebrachten Stickstoff entfallen, waihrend die innerhalb 
von 24 Stunden eingetretene Zunahme des léslichen Stickstoffs in 
der geschwichten Kultur 0,231 mg, also nahezu die dreifache Menge 
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betrug. Es handelt sich demnach tatsichlich um einen Abbau des 
Caseins. 

Wie oben bereits mitgeteilt wurde, haben Wollman! und Mitarbeite: 
die Unfahigkeit des Bact. coli zam EiweiBabbau dazu benutzt, um dic 
Proteolyse durch andere Bakterienarten nachzuweisen. Sie stellen 
von den fraglichen Bakterien Kulturen auf Na-Albuminat oder Na 
Caseinat-Nahrbéden oder menschlichem Serum her und _ beimpfen 
diese dann mit einer jungen Abimpfung von Bact. coli; laBt sich nach 
48 Stunden mittels des EHhrlichschen Reagens Indol nachweisen, 
so wird die Anwesenheit von Tryptophan bzw. die Abspaltung dieser 
Aminosaure aus den verwendeten Eiwei8kérpern angenommen. Sofern 
nun lebende Zellen des Bact. coli — wenn auch nur in geringem Grade - 
Proteine angreifen wiirden, so waren die Resultate dieser Methode 
nicht einwandfrei. Wir beimpften daher gleiche Volumina der Casein- 
nahrlésung, deren Zusammensetzung oben mitgeteilt wurde, mit einer 
gréBeren Menge (etwa 1 Milliarde Keime pro Kubikzentimeter) einer 
ungeschwachten bzw. einer geschwachten Kultur von Coli-Smyth 
und hielten bei 37°. Die ungeschwachte Kultur lieferte erst nach Ablauf 


2. Versuche mit Bact. coli sum. (Stamm Flexner ). 











} Bakterienzabl in Millionen Methanolléslicher N 
Veeenshe. pro ccm Gesamt-N in mg pro ccm 
a | Datum in mg 
19290 Gesamt —_ gestures Gehalt Zunahme 
a 15. II. u 509 129 . 
g 500 0.16 5,841 1,231 
18. III. 
20.11. |} 9 1,231 0 
25. II. 8 
II, 2 6. IV. u =—-:100 34 | . 
| zg 100 0,011 | 1,769 0,464 
8. IV. | | 
10. IV. . 0464 0 
12.1v. (J & 
IV, 2 3. VI. u 7600 3,750 1,915 1,019 
g 7600 430 1,762 0,940 
4. VI. u 1,019 0 
v 0,986 0,046 
v,1 17. VI. u 4000 1,600 | 2,059 0,955 
g 4000 2 1,807 1,019 
18. VI. u 1,047 0,092 
g 1,176 0,157 


1 EB. Wollman, C. r. soc. de biol. 82, 1263 bis 1264, 1919; 2. Wollman, 
A. Urbain und J.Ostrowsky, ebendaselbst 87, 1138 bis 1139, 1922; EZ. Woll- 
man und Mme. Wollman, Bull. Soc. Chim. Biol. 6, 869 bis 872, 1924. 
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von 10 Tagen eine schwache Indolreaktion, wahrend bei der geschwachten 
Kultur dies bereits nach 48 Stunden der Fall war. Diese Befunde 
stehen mit unseren obigen Feststellungen im Einklang. Bei Verwendung 
jugendlicher Kulturen des Bact. coli ist eine Indolbildung aus Eiweif 
innerhalb 48 Stunden, also unter den Bedingungen der Wollman- 
Probe nicht zu befiirchten. 


Wie die ersten beiden Versuche zeigten, bei denen nach 4 bzw. 
selbst nach 10 Tagen keine Proteolyse nachzuweisen war, verfiigt 
diese Bakterienart anscheinend nur tiber geringe Mengen an Protease 
oder aber die letztere wird selbst von den geschadigten Zellen 
nur sehr langsam abgegeben. Deshalb steigerten wir in den spateren 
Versuchen die Einsaat um mehr als eine Zehnerpotenz. Es trat 
dann auch tatsichlich ein Abbau ein, und zwar wieder in der ge- 
schwachten Kultur zuerst bzw. in stiirkerem Mae. Bereehnet man 
aus dem Versuch V, 1 die pro Million nicht vermehrungsfahiger Zellen 
abgebaute Caseinmenge, so erhalt man fiir die ungeschwachte Kultur 
3,8.10-5> mg und fiir die geschwichte Kultur 3,9.10~5 mg, also 
innerhalb der Fehlergrenzen den gleichen Wert, woraus hervorgeht, 
da die vermehrungsfihigen Zellen am Abbau nicht beteiligt sind. 
Bei den anderen Nichtverfliissigern kann die Berechnung nicht durch- 
gefiihrt werden, da diese Mikroben beim Waschen mit Kochsalzlésung 
aus den abgestorbenen bzw. geschwachten Zellen einen Teil der Protease 
verlieren, wahrend dies bei den nachtraglich mit Chloroform ge- 
schwachten Individuen nicht der Fall ist. Demnach sind die ver- 
mehrungsunfahigen Zellen der geschwachten Kultur nicht als gleich- 





3. Versuche mit Bact. putidum (Fliigge) Lehm. et Neum. 








Bakterienzahl in Millionen Methanollésung N 
Versuchs- ain pro ccm — in mg - cm 
1929 Gesamt — ie fe Gehalt, | Zunahme 
I, 2 al. i. a4 0,77 5,854 1,239 
a 0,002 1,238 | 
} 27. IL. u 1,283 | 0,044 
| g 2.355 1117 
1. I. u 1,575 0.836 
g 2,963 1,725 
IV, 3 Bb. V1. u 8500 ? 1,762 0,986 
g 8500 ? 1,918 0,940 
6. VI. u 0,940 — 0,046 
g 1,019 0.079 
V, 2 13, VI. u 4270 1,000 2,013 0,907 
4270 74 1.807 | 0.970 
0,907 0 


a 
14. VI. u 
g 


1,145 0175 
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wertig anzusehen, vielmehr miissen die mit Chloroform geschwachten 
Zellen starker abbauen als die iibrigen. Und so ist es denn auch 21 
verstehen, warum beim Versuch III, 1 der Smyth-Stamm in der ge- 
schwichten Kultur stirker abbaute (0,231 mg N) als sich aus dem 
0,065 mg N_ betragenden Abbauwert der ungeschwichten Kultw 
errechnet (0,115 mgN). Der vorliegende Flexner-Stamm hingegen 
gibt — wie oben gezeigt wurde — die Protease nur duSerst schwierig 
ab, so daB beim Waschen mit Kochsalzlésung von dem Enzym nichts 
entfernt wird. 


Die Versuche mit Bact. putidum wurden zu dem Zwecke durch- 
gefiihrt, um zu zeigen, daB der bei Bact. coli beobachtete Zusammen- 
hang zwischen Proteinabbau und vermehrungsunfahigen Zellen nicht 
auf diese Mikrobenart beschrinkt ist, sondern vielmehr bei allen 
Nichtverfliissigern festgestellt werden kann. Und in der Tat ergaben 
mit Bact. putidum wieder die geschwichten Kulturen einen friiheren 
Beginn bzw. rascheren Verlauf des Caseinabbaues. Was das relative 
Verhaltnis zwischen der Zunahme an methanolléslichem Stickstoff 
bei der ungeschwachten und geschwachten Kultur anlangt, gilt das 
liber den Coli-Smyth-Stamm Gesagte. 


4. Versuche mit Bact. fluorescens (Fliigge) Lehm. et Neum. 





7 ———_ ____— 


I t Bakterienzahl! in Millionen | Methanolléslicher N 














|| Gesamt-N 
Vv bs pro ccm | Ge in mg pro ccm 
pot on 8 Datum | | - me 
| | Gesamt wae | P Gehalt Zunahme 
I, 3 | 81.XI0.1928 u 10,2 ? 6,039 1,694 
g 10,2 | ? 5,952 | 1,828 
2. 1.1929 u 4,731 | 8,087 
g 4,209 2.381 
| ee * u 5,809 4.115 
g 5,725 3,897 
Il, 3 10. IV. u 100 | 274 
| g 100 072 1,769 0,464 
11. IV. ; 0,528 0,064 
12. Iv. ; 0,620 0,156 
V, 3 |/12. VI. u 3500 2,100 1,950 | 1,047 
g 3500 195 1,762 1,047 
13. VI. u 1,129 0,082 
g | 1,097 0,050 
V, 4 (25. VI u 9630 1,300 | 1,807 1,047 
g 9630 1 1,887 1,019 
26. VI. u | 1,176 0,129 
g 1,097 0,078 
\27. VI. u | 1,504 0,456 
g | 1,286 0,267 
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Bact. fluorescens als typischer Vertreter der  verfliissigenden 
Bakterien zeigt beziiglich des Caseinabbaues gegeniiber den bisher 
behandelten Nichtverfliissigern ein abweichendes Verhalten, indem 
bei diesem Organismus der Abbau in der ungeschwachten und ge- 
schwachten Kultur gleichzeitig einsetzte, ja in ersterer zumeist sogar 
in starkerem MaBe. Hieraus geht hervor, daB auch die vermehrungs- 
fahigen Zellen am Abbau beteiligt sind, vielfach in einem stirkeren 
Mae als die vermehrungsunfahigen Individuen. Im Versuch V, 4 
wurden die Massenkulturen auf festen Nahrbéden angelegt und die 
Bakterien nach der Abschlammung mittels steriler physiologischer 
Kochsalzlésung unmittelbar zum Caseinabbau verwendet, um einer 
Verarmung an Enzym durch Auswaschen vorzubeugen. Es trat auch 
in der Tat ein rascherer Abbau als bei dem Versuch V, 3 ein. 


Zusammenfassung. 


An Stimmen des Bact.coli und an Bact. putidum einerseits, 
sowie an Bact. fluorescens andererseits wird gezeigt, da im EiweiBb- 
abbau zwischen Nichtverfliissigern und Verfliissigern der grundsdtzliche 
Unterschied besteht, dap bei ersteren blof jene Zellen eine proteolytische 
Wirkung ausiiben, denen keine Vermehrungsfaihigkeit mehr zukommt, 
wihrend bei den letzteren auch die lebenskriftigen, vermehrungsfahigen 
Individuen eine Proteolyse hewirken, und zwar in einem besonders 
starken Mabe. Als Ursache diirfte eine verschiedene Organisation 
der Zelle bzw. der Zellgrenzschichten in Betracht kommen. 

Der Untersuchung liegt der Caseinabbau zugrunde, der unter 
Verwendung ruhender Kulturen von bekannter Zellenzah] mittels 
der Methylalkoholmethode von Miinchberg quantitativ verfolgt wurde. 

Da fiir mikrobiologische Zwecke das Verhalten der lebenden Zelle 
ausschlaggebend ist, besteht der Unterschied zwischen EiweiBabbauern 
und Nichtverfliissigern zu Recht. Da bei letzteren die toten bzw. 
lebensschwachen Individuen eine proteolytische Wirkung ausiiben, 
die mitunter auch praktisch von Bedeutung sein kann, ist fiir die 
grundsitzliche Beurteilung der Proteolyse durch Mikroben gegen- 
standslos. 

Die von den lebensschwachen und abgestorbenen Zellen des Bact. 
coli ausgeiibte proteolytische Wirkung beeintrachtigt die praktische 
Ausfiihrbarkeit der Methode von Wollman in keiner Weise. 
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Die Bestimmung des Wasserstoffexponenten mittels des 
Stufenphotometers. I. 


Von 
Alexander Janke unter Mitwirkung von Stephan Kropaesy. 


(Aus dem Institut fiir Technische Biochemie und Mikrobiologie an der 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Zusammenhang zwischen Wasserstoffexponenten und Extinktions- 
koeffizienten. 

Die kolorimetrischen Methoden zur Bestimmung des Wasserstoff- 
exponenten beruhen auf der Tatsache, daf die Indikatoren in zwei 
durch Konstitution und Farbe unterschiedenen Formen auftreten, 
der Pseudoform und der idnogenen Form, von denen sich die letztere 
mit ihren Ionen in einem Gleichgewichtszustand befindet, der von 
der Konzentration bzw. Aktivitét der in der Lésung enthaltenen 
Wasserstoffionen abhangt. 


Bei einfarbigen Indikatoren ergibt sich demnach nachstehendes 
Schema 


maw 2 = E+ 





farblos gefarbt gefarbt 
Die Gleichgewichtsbedingungen sind die folgenden 
[To] r 
= K,, ] 
[Ps] wi 
[To’}. [H’] —_ K,,; (2) 
[lo] 
[Io’}. [H’] — . 
at By. = A. 
[Ps] of (3) 


Das Gleichgewicht zwischen ionogener und Pseudoform bedingt, dal 
der Umschlag der Indikatoren nicht wie bei Ionenreaktionen momentan, 
sondern vielmehr als Zeitreaktion in Erscheinung tritt. 

Das Experiment liefert die ,,scheinbare‘ Dissoziationskonstante K, 
die das Produkt der ,,wahren‘‘ Dissoziationskonstanten K, mit der Gleich- 
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gewichtskonstanten zwischen ionogener und Pseudoform Ky _vorstellt. 
Aus obigem Ansatz ergeben sich die Beziehungen 


- [Ps] 


[H'] = Keto] (4) 


und 


; [o' - 
Pu = Px + log = (5) 


Wie die Erfahrung lehrt, kann die ionogene Form als vollkommen 
gespalten betrachtet werden, so da®B [Io’] direkt proportional der Fiarbungs- 
intensitaét der Lésung ist. 

Fiir die Farbungsintensitaét einer Lésung erscheint die von letzterer 
absorbierte Lichtmenge maBgebend, also das Verhiltnis zwischen den 
Intensitaten des eintretenden (i ) und des austretenden (i, ) Lichtes. Der 
Logarithmus dieses Quotienten wird als Extinktionskoeffizient bezeichnet 
und derselbe auf eine Schichthéhe von 1 em und eine molare Konzentration 
der farbenden Substanz bezogen; zumeist legt man den gemeinen Loga- 
rithmus zugrunde. 

ve 
log dg log +, — log tq 
’ 


A eed 8.C (6) 


wobei s die Schichthéhe, in der untersucht wird, in Zentimeter und c die 
Konzentration, ausgedriickt in Mol pro Liter, bedeuten. 

Wenn wir die Gleichung (6) auf die Farbintensitaét von Indikator- 
lésungen anwenden wollen, so ist in diesem Falle die molare Konzentration 
selbstredend nicht realisierbar, da praktisch der Indikator in so geringer 
Verdiinnung nicht angewendet werden kann, ohne dab eine Verschiebung 
des Wasserstoffexponenten der Lésung eintreten wiirde. Die tatsachlich 
anwendbaren Konzentrationen sind bei den einzelnen Indikatoren stark 
verschieden und liegen im allgemeinen zwischen 10—* und 10-5 molar. 

Aus den obigen Darlegungen ergibt sich, daB wir mit einer fiir die 
praktische Untersuchung geniigenden Genauigkeit den pg-Bestimmungen 
die Annahme zugrunde legen kénnen, da der Extinktionskoeffizient einer 
weitgehend verdiinnten Lésung eines einfarbigen Indikators als MaSstab 
fiir die Konzentration der ionogenen Form angesehen werden kann. Der 
Extinktionskoeffizient bei maximaler Fiarbung (e,,,) wird demgemaB 
dann erhalten werden, wenn bloB die ionogene Form allein vorliegt ; émax — € 
kann daher als Mafstab fiir die jeweilige Konzentration der Pseudoform 
dienen. Es ergibt sich demnach 


[Io’} 3 e€ 
[Ps] emax — € 


und durch Einsetzen dieses Wertes in die obigen Gleichungen (4) und (5) 


(7) 


. [Ps] . Cmax — 
ani. - [lo’} - e (8) 
e 
Pu = Px + leg . (9) 


€max — 
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Der Wert fiir emax 1aBt sich auf experimentellem Wege schwerlic!, 
ermitteln, da in wasserigen Lésungen auch bei extremer Reaktion imme: 
ein Teil des Indikators in der Pseudoform vorliegt und in nichtwiasserigen 
Lésungen des Indikatorsalzes (z. B. in Pyridin) die Wirkung der in den 
zu untersuchenden wiisserigen Lésungen gleichzeitig vorkommenden Ionen 
und Molekiile von Begleitsalzen nicht beriicksichtigt erscheint. 

Wenn jedoch die scheinbare Dissoziationskonstante des Indikator: 
bekannt ist, so 14Bt sich aus einem einzigen Wert von e fiir einen bestimmten 
pu das €max berechnen. Aber selbst bei Unkenntnis von px kann man 
aus den fiir zwei py-Werte experimentell ermittelten Extinktionskoeffi- 
zienten die Werte fiir ey, und px erhalten, wie weiter unten gezeigt 
werden soll. 

Die obige Gleichung (9) gehért zu einer logarithmischen Kurve mit 
€max/2 als Wendepunkt; in diesem ist py = px, d.h. der Wasserstoff- 
exponent kommt dem Logarithmus der Dissoziationskonstanten des 
Indikators gleich. Da diese Beziehung fiir den Umschlagspunkt des 
Indikators charakteristisch ist, so ergibt sich, daB dieser mit dem Wende- 
punkt der Kurve zusammenfiallt. 

Fiir ¢ = ¢max ist zufolge Gleichung (8) [H"] = 0 und gema3 Gleichung (9) 
Pu = &. 


2. Die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten mittels des Stufenphoto- 
meters. 


Die Wahrnehmung von Helligkeitsunterschieden durch das mensch- 
liche Auge wird beherrscht durch das Weber-Fechnersche Empfindungs- 
gesetz, demzufolge der Grenzwert fiir eine Reizwirkung, die sogenannte 
Reizschwelle (S), zur absoluten Starke des Reizes (R) in einem konstanten 
Verhaltnis steht, und zwar ist die EmpfindungsgréBe (#) einer Reiz- 
wirkung proportional dem gemeinen Logarithmus dieses Quotienten: 


E—= K log 3 (10) 
Fir R = S wird E gleich Null, d.h. wenn die Starke des Reizes 


auf die Reizschwelle herabsinkt, wird der Reiz tiberhaupt nicht mehr 
empfunden. 


Auf unseren Fall der Feststellung von Helligkeitsunterschieden 
angewendet, lautet die Gleichung (10) 


E = K.log =, (11) 


worin ¢ die Lichtintensitat und S, die Reizschwelle fiir die Helligkeits- 
unterschiede bei dieser Lichtintensitat bedeuten. 


Soll nun eine’ photometrische Vorrichtung § in __ seinen 
Mafeinheiten den Empfindlichkeitsstufen des menschlichen Auges 
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angepaBt sein, so mu8 £ fiir den ganzen MeBbereich den gleichen 
Wert besitzen, also 


i i 
log — = log — (12) 
‘Lk 
und daher 
log t, — log t, = log S;, — log S,,. (13) 


Wahit man nun fiir die Differenz der Logarithmen der Licht- 
intensitaten iiber das ganze MeBbereich einen konstanten Wert, so 
wird auch die EmpfindungsgréBe (£) fiir die Reizwirkung konstant 
sein. Wilhelm Ostwald hat diesen Weg zur Gewinnung seiner Graureihe 
betreten, indem er fiir die obige Logarithmendifferenz den Wert 0,1 
wahlte, wobei er das Normalweib der BarytweiSplatte der Helligkeit 100 
gleichsetzte. Die Graureihe umfait 24 mit den Buchstaben a bis z 
bezeichnete Stufen. 





a b e bt ie. -@ x 7] 2 


lgi| 2 1.9 18 oo ee Teme F etee 1 Ghes 
i) 100% 794% 631% | .... 06% 05% | 04% 

Um nun eine gréBere MeBgenauigkeit als jene der Graureihe zu 
schaffen, hat Pulfrich' das Stufenphotometer (Stupho) konstruiert. 
Dieses von der Firme, C. Zeiss in Jena hergestellte Instrument stellt 
ein auf unendlich eingestelltes monokulares Doppelfernrohr mit einem 
Achsenabstand von 70 mm vor. Die beiden zu vergleichenden Strahlen- 
biindel werden durch ein Prismensystem in einem einzigen Gesichtsfeld 
des Okulars vereinigt. Beim Einblick in letzteres sieht das Auge zwei 
durch eine scharfe Trennungslinie geschiedene Halbkreise, deren 
Helligkeitsverhaltnis bei gleichmaBiger Beleuchtung der beiden Objekte 
allein von dem Verhdltnis der beiden wirksamen Objektivéffnungen ab- 
héngt. Um nun dieses meBSbar verandern zu kénnen, sind oberhalb 
der Objektive Aubertsche Blenden angebracht ; es sind dies quadratische 
Offnungen, deren Diagonale etwas kleiner als der Durchmesser der 
Objektive ist und sich durch zwei rechtwinklig eingekerbte Spalt- 
backen verandern la8t. Die Verschiebung dieser wird durch eine 
Mikrometerschraube bewirkt, deren Drehung sich auf eine Me8trommel 
ubertragt. 

Das Verhiltnis der beiden eintretenden Lichtmengen ist direkt 
gleich dem Verhaltnis der Flacheninhalte der beiden quadratischen 
Offnungen. Dem Maximalwert der letzteren entspricht auf der MeB- 
trommel die Zahl 100, mit der — um 360° verdreht — der Nullwert 


1 ©. Pulfrich, Zeitschr. f. Instrkde. 45, 35 bis 44, 61 bis 70, 109 bis 
120, 1925. 
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der Skala zusammenfiallt, bei dem die Offnungen vollstandig geschlosse 
sind. Wird die verinderliche Diagonale der quadratischen Offnuny 
mit d, der Winkelwert der Trommeldrehung mit a und die der gesuchten 
Lichtintensitat entsprechende Fliche der Offnung mit i bezeichnet 
so ergibt sich 
qd. aol d von 0 bis dyax 
‘= — |} =< (14) fiir Ree Gee l 
( 2) (360) e., 0» ~. OP 
oder 
‘ , hit wee 


i= (Ws) — (= ) (15) 0 , 100 


ae« 8? « 

Wird die nach Formel (15) berechnete i-Teilung der Me&tromme!l 
in der Ebene aufgerollt, so zeigt es sich, daB in den mittleren Teilen 
zwischen 10 und 50%, (eventuell bis 60°,) eine ziemlich gute Uberein- 
stimmung mit der Graureihe besteht; gegen den Nullwert zu liegen die 
Teilstriche zu eng aneinander, von 50 bis 100°,, hingegen sind die Ab- 
stiinde zu groB. Eine bessere Ubereinstimmung mit der gleichstufigen 
Empfindungsskala der Graureihe 148t sich bei Verwendung von polari- 
siertem Licht erzielen, doch geht zufolge Pulfrich' in diesem Falle 
die Verdunkelung nicht bis zum absolut schwarzen Kérper, macht 
vielmehr schon fr‘iher halt. Auch kénnen bei dieser Methode Fehler- 
quellen entstehen, deren Ausschaltung dem Beobachter zumeist 
Schwierigkeiten bereitet. 


>. 


” 


Die MeSgenauigkeit des Stufenphotometers lieBe sich zweifelsohne 
steigern bei Ubergang von der subjektiven zur objektiven Methode der 
Feststellung gleicher Helligkeit. Bei Verwendung zweier gleich empfind- 
licher Selenzellen wiirde dann die durch ein Nullpunktsinstrument 
zu erkennende Stromlosigkeit die gleiche Lichtintensitaét anzeigen. 


Ein Vergleich zweier Lichtintensititen 148t sich nur dann exakt 
durchfiihren, wenn es sich um Strahlen gleicher Wellenlange handelt. 
Die Benutzung solcher ist nur in einem mit einem Monochromator 
ausgeriisteten Spektralphotometer méglich. Fiir viele Zwecke abt 
sich jedoch der Monochromator durch streng auswahlende Lichtfilter 
ersetzen. Dieser Weg wurde auch beim Stufenphotometer betreten, 
und zwar ist der sichtbare Spektralbereich in acht annahernd gleiche 
Wellenlaingenbezirke zerlegt, von denen jeder etwa 440 bis 450 A.-E. 
umfaBt; an den Grenzen eines solchen Bereiches ist die Durchlassigkeit 
bei der Mehrzahl der Filter bereits auf ein Zehntel des Maximalwertes 


1 C. Pulfrich, Zeitschr. f. Instrkde. 45, 35 bis 44, 61 bis 70, 109 bis 
120, 1925. 
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gesunken. Die Bezeichnung der Filter gibt die mittlere Wellenlainge 
in Hunderten von Angstrémeinheiten jener Strahlen an, die von dem 
weiBen Licht einer Nitralampe hindurchgelassen wird; so passieren das 
Filter S53 nur Strahlen von ungefaihr 5100 bis 5450A.-E. AuBer 
den Spektralfiltern sind dem Stufenphotometer noch drei helle Filter 
heigegeben, L, (rot), Z, (griin) und LZ, (blau). Alle Filter sind in einer 
Metallfassung zwischen Glasplaittchen eingekittet und lassen sich 
mittels eines Schliissels in die Revolverscheibe des Apparats einsetzen. 


Da fiir die Absorptionsmessungen unter Verwendung der strengen 
Filter die Intensitét des Tageslichts nicht ausreicht, wurde bei den 
vorliegenden Untersuchungen die Stuwpho-Lampe (Zeiss) verwendet, 
die mittels zweier Beleuchtungslinsen zwei annahernd parallele Licht- 
biindel von 70mm Achsenabstand liefert; als Lichtquelle dient eine 
8 Volt-Nitralampe (50 HK) unter Vorschaltung zweier Mattscheiben. 
Gleiche Helligkeit der Gesichtsfelder 14Bt sich bei Einstellung beider 
MeBtrommeln auf 100 durch geringe Verschiebung einer der beiden 
Linsen erreichen. 


Die von einem Objekt hindurchgelassene Lichtmenge mu8 immer 
in Beziehung gebracht werden zu jener, die eine Vergleichsnormale 
passiert hat. Als solche wird fiir unseren speziellen Fall die zu unter- 
suchende Lésung ohne Indikatorzusatz verwendet, unter Hinzu- 
fiigung einer dem entsprechenden Volumen der benutzten Indikator- 
lésung gleichen Menge von destilliertem Wasser; sofern die Probelésung 
optisch leer ist, kann sie natiirlich durch destilliertes Wasser ersetzt 
werden. In allen jenen Fallen, in denen die Vergleichsnormale mehr 
Licht hindurchla8t als die Probe, muB die Trommel auf seiten der 
Vergleichsnormalen so weit gedreht werden, bis gleiche Helligkeit 
der Gesichtsfelder zu beobachten ist; die Skala gibt dann unmittelbar 
die durch die Probefliissigkeit hindurchgegangene Lichtmenge, aus- 
gedriickt in Prozenten der durch die Bezugsnormale hindurchgegangenen 
Lichtmenge an. Wird jedoch eine Farblésung oder ein Farbfilter von 
geringerer Lichtdurchlassigkeit als die Probe als Bezugsnormale ge- 
wahit, dann ist die Trommel auf die Seite der Probe zu drehen und 
die erhaltene Zahl ist in 10000 zu dividieren: z. B. 


75% Probe = 100% der Normalen, daher 


100 . 100 
—s ss = 75 — 133.3% der Normalen. 
4 


Die Verwendung eines Farbfilters als Bezugsnormale, und zwar 
im Farbton der ionogenen Form des Indikators und in der Helligkeit 
entsprechend dem Umschlagspunkt ware speziell bei einfarbigen Indi- 





i 
h 
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katoren von groBem Vorteil, weil dann das py-Bereich des Indikators 
auf das Mebbereich beider Trommeln verteilt ware, wodurch sic) 
eine héhere Genauigkeit ergeben wiirde. Derartige Filter sind jedoch 
—- wenn sie den an sie zu stellenden Anforderungen entsprechen 
bereits von so geringer Lichtdurchlassigkeit, daB ein Arbeiten mit 
ihnen unter Verwendung der strengen Spektralfilter nicht in Betracht 
kommt. 


Die Beziehung zwischen der Ablesung an den MeStrommeln des 
Stupho und dem molaren Extinktionskoeffizienten ergibt sich aus 
Gleichung (6), wenn man in dieser i, durch 100 bzw. log i, durch 2 
ersetzt : 

ae 2S, (16) 
8. 


3. Priifung der einzelnen Indikatoren auf Brauchbarkeit. 


Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Verwendbarkeit von 
Indikatoren fiir die kolorimetrische py-Bestimmung ist die Forderung, 
daB der Indikator die Konzentration bzw. Aktivitét der H-Ionen 
der Versuchslésung nicht beein‘luBt. Aus diesem Grunde mu8 getrachtet 
werden, mit einer méglichsy .geringen Indikatorkonzentration das 
Ayslangen zu finden. Hierdurch ergeben sich aber andererseits bei 
geringen ‘py-Unterschieden so geringe Differenzen in den Trommel- 
ablesungen, da8 diese innerhalb der Fehlergrenze der Einstellung 
fallen. Da auch die Steigerung der Schichtdicke nicht allzu weit ge- 
trieben werden kann, da sonst fiir eine Bestimmung eine zu grobe 
Menge der Probefliissigkeit gebraucht wird, mu man trachten, die 
Helligkeitsmessung in einem solchen Wellenlangenbereich vorzunehmen, 
fiir den die Indikatorlésung eine starke Absorption aufweist, so dal 
schon geringe Anderungen in der Konzentration des firbenden Stoffes 
relativ bedeutende Unterschiede in der Trommelablesung bewirken. 
Bei der Auswahl des geeignetsten Filters ist ferner darauf zu achten, 
daB die beiden Gesichtsfeldhalften die gleiche Farbe aufweisen miissen, 
da sonst bedeutende Fehler unterlaufen kénnen. 


Die Vorpriifung der Indikatoren wurde bei vertikal gestelltem 
Stupho unter Verwendung der wegen ihrer leichten Reinigung auferst 
praktischen Zeissschen KolorimetergefaBe mit Tauchdeckel vor- 
genommen, und zwar wurden jeweils 5ccm Versuchsfliissigkeit und 
1,cem Indikatorlésung benutzt, die gerade zur Fiillung des Tauch- 
gefaiBes mit 1 cm hoher Schicht hinreichten. Als Versuchsfliissigkeiten 
dienten n/100 Kalilauge und n/100 HCl, um so die extremen Farbtiefen 
der Indikatoren zu ermitteln. 
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Alle in vorstehender Tabelle nicht angefiihrten Filter haben sich 
als ungeeignet erwiesen, sei es, daB die Farbténe der beiden Gesichts- 
feldhalften so stark verschieden waren, daB ein Vergleich unméglich 
war, sei es, daB sich fiir die betreffenden Spektralbezirke zu geringe 
Intensitatsunterschiede zwischen ionogener und Pseudoform ergaben. 

Zusammenfassend JaBt sich tiber das Ergebnis dieser Vorunter- 
suchungen nachstehendes aussagen: Die einfarbigen Indikatoren, vor 
allem die Nitrophenole nach Michaelis, sind unter Verwendung des 
strengen Violettfilters S 43 fiir die py-Bestimmung mittels des Stufen- 
photometers gut brauchbar; die benutzten Indikatorkonzentrationen 
waren freilich zu stark, vor allem fiir die beiden Nitrophenole und 
das a-Dinitrophenol. Bei den zweifarbigen Indikatoren ergeben sich 
infolge ungleicher Farbténe der beiden Gesichtsfelder vielfach Schwierig- 
keiten; auch ist der Absorptionsunterschied zwischen der ignogenen 
und Pseudoform mitunter zu gering. Jedoch diirfte sich auch hieriiber 
eine nahere Untersuchung lohnen, zumal sich bei den zweifarbigen 
Indikatoren der besondere Vorteil ergibt, daB fiir jeden py-Wert zwei 
Photometerablesungen erhalten werden, wodurch die MeSgenauigkeit 
zweifelsohne zunimmt. 


4. Die py-Bestimmung mittels des Stupho unter Verwendung der Nitro- 
phegole. 


Wie die Voruntersuchung ergeben hat, ist fiir das Arbeiten mit 
den Nitrophenolen das strenge Violettfilter 543 am _ geeignetsten. 
Ferner wurde festgestellt, daB die verwendete Indikatorkonzentration 
zu hoch war. Es muBte daher zunachst ermittelt werden, welche 
geringste Indikatorkonzentration noch ausreicht, um bei den in Betracht 
kommenden Schichthéhen den gewiinschten Genauigkeitsgrad zu 
erzielen. Was diesen letzteren anlangt, diirfte fiir die Zwecke bio- 
chemischer und mikrobiologischer Laboratorien wohl eine Genauigkeit 
auf 0,1 py ausreichen, die eventuell bei Bedarf auf 0,05 py gesteigert 
werden kann. Dieser Anforderung wird ungefahr dann entsprochen 
sein, wenn in der Nahe des Umschlagspunktes des Indikators einer 
Differenz der py-Werte von 0,1 ein relativer Ableseunterschied von 
mindestens 10°, entspricht, d. h. wenn fiir einen Indikator vom Um- 
schlagspunkt py = 7 fiir diesen Wert eine Ablesung von 35 °%, erhalten 
wird, darf dieselbe fiir py = 7,1 héchstens 31,5°, betragen. Die ge- 
ringere Genauigkeit fiir die vom Umschlagspunkt entfernter liegenden 
pu- Werte, speziell fiir jene im sauren Gebiet wird durch Verwendung 
einer héheren Schichtdicke oder einer starkeren Indikatorkonzentration 
ausgeglichen werden kénnen. 

Im dritten Abschnitt ist schon besonders auf den Umstand hin- 
gewiesen worden, daf die zu einer Probe zugesetzte Indikatormenge 
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den py-Wert der Lésung nicht veriindern darf. Umfassende orientierende 


Versuche mit Puffergemischen haben fiir die Nitrophenole die nach- 
stehend verzeichneten giinstigsten Konzentrationen ergeben, wobci 





die Angaben — wegen der leichteren Berechnung des molaren Ex. 
tinktionskoeffizienten —- in Molen des Indikators gemacht werden 
| Menge zu 
Indikator Konzentration der Lésung | 10ccm Probe 
ccm 
p-Nitrophenol (Cassella & Co.) . | m/1000 = 0,0139g in 100 cem Mf, 
m-Nitrophenol - : m/100 = 0,189 g , 100 , Mg 
«-Dinitrophenol Ze : m/500 = 0,0368¢ , 100 , Mg 
y-Dinitrophenol (Kahlbaum) . . — m/1000 0,0184g , 100 , Mg 


Es wird also immer zu 10 cem der Probe 1 cem der Indikator- 
lésung hinzugefiigt; diese Fliissigkeitsmenge reicht eben aus, um die 
Untersuchung im Tauchdeckelgefa8 mit 20mm Schichthéhe zu er- 
méglichen. Bei den angegebenen Indikatorkonzentrationen liefert 
ein Arbeiten in 10 mm hoher Schicht namlich nicht mehr den geforderten 
Genauigkeitsgrad. Fiir die Bestimmung von pg-Werten, die so weit 
im sauren Gebiet liegen, daB sich im 20-mm-GefiB eine Ablesung 
von tiber 70°, ergibt, empfiehlt sich die Verwendung des 50-mm- 
GefaBes, zu dessen Fiiliung 25cem der Probe (+ 1"/, ccm Indikator- 
lésung) gebraucht werden. Sollte eine solche Menge an Probe nicht 
zur Verfiigung stehen, so kann man bei halbwegs gut gepufferten 
Flissigkeiten die Untersuchung auch im 20-mm-GefaB mit einer doppelt 
so starken Indikatorlésung, wie oben angegeben, durchfiihren. 


Die Bestimmung des funktionellen Zusammenhangs zwischen 
Wasserstoffexponenten einerseits und Stuphoablesung bzw. Extinktions- 
koeffizienten andererseits soll nunmehr fiir das p-Nitrophenol durch- 
gefiihrt werden. Der Umschlagspunkt dieses Indikators liegt ungefiabr 
bei neutraler Reaktion. Deshalb wurde fiir die Bestimmung des e¢,,,, 
zunachst ein Puffergemisch verwendet, dessen elektrometrisch be- 
stimmter py bei 6,98 lag. Als Puffer diente hierbei ein Phosphatgemisch 
(m/15) nach Michaelis, das beziiglich Pufferungsvermégen und Salz- 
gehalt ungefahr den fiir gewéhnlich zu bestimmenden Proben ent- 
spricht; physiologische Fliissigkeiten von héherem Salzgehalt weisen 
zumeist eine so gute Pufferung auf, daB sie ohne weiteres eine Ver- 
diinnung auf m/15 Salzgehalt vertragen. 


Um die Versuchsfehler méglichst einzuschriinken, erfolgte die 
Untersuchung mit horizontal gestelltem Stupho unter Verwendung 
von Kiivetten, deren Schichtdicke bis auf Hundertstel Millimeter 
genau bestimmt war und die in dem sogenannten Fliissigkeitspriifer 
durch Kiihlung auf einer Temperatur von 18 bis 20°C gehalten wurden. 
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Jede Ablesung an der MeBtrommel des Stupho erfolgte mehrmals; 
auBerdem wurden die Kiivetten immer auch ausgetauscht, um eine 
eventuelle UngleichmaBigkeit in der Beleuchtung auszugleichen. 
Aus den fiir beide Trommeln erhaltenen Werten wurde das Mittel 
gezogen. 


AuBer dem molaren Extinktionskoeffizienten fiir den dem Um- 
schlagspunkt des p-Nitrophenols naheliegenden pq von 6,98 wurde 
derselbe noch fiir den py == 6,34 bestimmt, um so einen zweiten Punkt 
der Kurve zu erhalten. Denn wie oben bereits angedeutet worden ist, 
gelingt es, mittels zweier Gleichungen sowohl den maximalen Extinktions- 
koeffizienten als auch die Gleichgewichtskonstanten des Indikators 
zu bestimmen, und zwar auf folgende Weise: 


: e — 
(H'), = — <x. . (17) 

e, 

° €max =e , 

(a), = 2. K. (18) 

&s 
Durch Division dieser beiden Gleichungen 1aBt sich die Dissoziations- 

konstante K ausscheiden und man erhalt 

' ‘ee €,é, ({H), eae (H’},) / 


— 3 : 19 
max e, (H |, —¢,(H, ( ) 


Sind demnach die Extinktionskoeffizienten e, und e, bekannt, 
so kann ¢,,,, und mittels diesem K berechnet werden. 


x 
(H’), — 10— 6°4 — 4,571 “ 10> _- e ein 1820, 
(H'}, = 10-49 — 1.0471 .107-", = 4920. 


Zur Berechnung der  Extinktionskoeffizienten diente die 
Gleichung (16); es handelt sich um Mittelwerte aus mehreren von- 
einander unabhingigen Bestimmungen, die mit verschiedenen, Schicht- 
héhen und verschiedener Indikatorkonzentration ausgefiihrt wurden. 
Aus Gleichung (19) ergibt sich ¢,,, = 9,964 und aus Gleichung (18) 
K = 10~—%**, demnach pg = 6,99. 

Dieser Wert zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung mit dem 
durch Kolthoff! angegebenen Exponenten der Gleichgewichtskonstanten 
des p-Nitrophenols. Derselbe betriigt bei 15° und einem Salzgehalt 
von 0,05 n 7,03; die Anderung mit der Temperatur laBt sich zufolge 
Michaelis ausdriicken durch + 0,011 (15—?®) ; fiir eine mittlere Temperatur 
von 19°, die — wie oben mitgeteilt — bei den Versuchen durch Wasser- 


1 7. M. Kolthoff, Der Gebrauch von Farbenindikatoren, 2. Aufl., 
Berlin 1923. 
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kiihlung erzielt wurde, berechnet sich die Konstante pg nach Koltho// 
demnach zu 6,986, also nahezu demselben Wert, den ich erhalten habe 
Mit Hilfe der experimentell erhaltenen Werte fiir die Konstanten 


Cmax Und py ist es nunmehr méglich, mittels der nachstehenden 
Gleichungen fiir jeden py-Wert die zugehérige Stuphoablesung zu 
ermitteln. Durch Einsetzen von ¢,,,, = 9,964 und K = 107%9® in 


Gleichung (8) erhalt man 
| ae 10-699 , 9,964 
= = j (20) 
(H] + K ~ (H] + 10-6 
und gemaB Gleichung (16) 
log i, = 2 —e.8.¢. (21) 


Die Berechnung erfolgte I. fiir eine Indikatorkonzentration von 
m/21000, d.h. unter Zugrundelegung eines Zusatzes von !. cem 
m/1000 Indikatorlésung zu 10cem der Probe, und eine Schichthéhe 
von 20mm; II. fiir die gleiche Indikatorkonzentration unter Zugrunde- 
legung eines Zusatzes von 1'/,cem m/1000 Indikatorlésung zu 25 ccm 
der Probe und eine Schichthéhe von 50 mm; III. fiir eine Indikator- 
konzentration von m/10500, d. h. unter Zugrundelegung eines Zusatzes 


Zusammenheng zwischen Stuphoablesung und py fiir p-Nitrophenol. 
(Salzgehalt m/15.) 





Pu E(e. 1072) I (4 2,000) II (4 9%s999) | TIT (i 2%so9) 
5,6 3,90 91,80 80,76 84,28 
5,7 4.86 89.89 76.61 80,81 
5.8 6.04 87,59 71.81 76,73 
5,9 7,49 84.86 66,33 72,01 
6,0 9.25 81,51 60,24 66.66 
6,1 | 11,37 77,94 58.62 60.7 
6,2 13,90 73,73 46.68 54.36 
6,3 16,89 69.05 39,62 47.68 
6,4 20,37 63,97 32.74 40.93 
6.5 24,35 58.62 26,31 34.36 
6.6 28,83 53.14 20,58 28 24 
6.7 33,77 47.68 15,70 2274 
6,8 39.08 42.44 11,74 18.01 
6,9 44.66 37,55 8.64 14.19 
7,0 50,38 33,18 6,32 10.98 
7,1 | 56,08 29 23 4,62 8,55 
7.2 61,62 25,89 3,41 6.70 
73 66,87 23.08 2.56 5,33 
7,4 71,72 20,75 1,96 4.30 
7.5 76,11 18,85 1,54 3.55 
7,6 79,99 17,31 1,25 3,00 
7,7 83,37 16,07 1,04 2.58 
7,8 86,26 15,08 0,88 2,28 





Die fett gedruckten Werte beziehen sich auf das giinstigste Ablese- 
bereich. 
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von 44cem m/500 Indikatorlésung zu 10cem der Probe und eine 


Schichthéhe von 20 mm. 

Alle diese Werte finden sich in vorstehender Tabelle verzeichnet, 
ferner die molaren Extinktionskoeffizienten, die aber durch 100 dividiert 
wurden, um so die gleiche GréBenordnung wie die Stuphoablesungen 
zu erhalten. 

Die in vorstehender Tabelle verzeichneten Werte wurden fiir 
die Konstruktion der in Abb. 1 dargestellten Kurven verwendet. 


Um ein Bild iiber den Genauigkeitsgrad der Methode zu geben, 
seien nachstehend die fiir die Phosphatpuffergemische nach Michaelis 
erhaltenen py-Werte den von Michaelis angegebenen, die von uns 
zum Teil elektrometrisch tiberpriift wurden, gegeniibergestellt. 











Volumteile m/15Phosphatlésungen Pu rm Mit Stupho Se 
eskundie primar nach Michaelis i P Pu 

9 1 7,65 16,8 7,65 
8 2 7,35 22 7,35 
7 3 7,15 28 7,14 
6 4 6,98 34 6,98 
5 5 6.81 40,8 6,83 
4 6 6,64 52 6,62 
3 7 6,47 59 6,49 

F 8 6,24 70 6,28 
1 9 5,91 83 596 | 


Die Arbeitsweise der py-Bestimmung mittels des Stufenphoto- 
meters gestaltet sich wie folgt. Von der Probe werden 10 cem abgemessen 
und in einem Proberohr mit genau ‘ccm der m/1000 Indikatorlésung 
versetzt; nach guter Durchmischung wird in das 20-mm-Gefa ein- 
gefiillt. Die Mischung von Probe und Indikatorlésung kann eventuell 
auch im GefaB selbst erfolgen, da der plangeschliffene Tauchdeckel 
das letztere hermetisch abschlieBt. Das Gefaf wird nun unter das 
vertikal gestellte Stupho gebracht, dessen beide Gesichtsfelder nach 
Einschaltung des strengen Violettfilters S843 mit Hilfe der Stupho- 
lampe gleichmaBig erhellt sind. Als Bezugsnormale wird die Probe 
ohne Indikatorlésung verwendet; zumeist kann aber auch destilliertes 
Wasser hierzu Verwendung finden, sofern sich naimlich die Probe 
wie eine optisch leere Fliissigkeit verhalt; in diesem Falle ist die Hohe 
des GefaBes natiirlich belanglos. Nunmehr wird die MeStrommel 
auf Seite der Bezugsnormale so weit gedreht, bis die beiden Gesichts- 
felder gleich hell erscheinen; diese Einstellung wird mindestens zweimal 
vorgenommen, wobei man sich zweckmaBig dem Punkte gleicher 
Helligkeit von beiden Seiten nahert. Dann tauscht man Probe und 
Bezugsnormale aus und nimmt die Ablesung nochmals vor; schlieBlich 
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Abb. 1. Absorptions-pyq-Kurven. 
Im strichlierten Teil empfiehlt sich die Verwendung der Kurven nicht. 
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wird der Mittelwert gezogen (py-Ablesung bei I). Die ganze Bestimmung 
ist in wenigen Minuten erledigt. Sollte hierbei ein Wert fiir i von iiber 
70°, erhalten werden, so empfiehlt es sich, die Bestimmung nochmals, 
und zwar im 50-mm-GefaB vorzunehmen (pqy-Ablesung bei IL). Sofern die 
Probe gut gepuffert ist, kann die Bestimmung auch im 20-mm-Gefab 
erfolgen, jedoch unter Verwendung einer m/500 Indikatorlésung 
(pu-Ablesung bei IT]). 

Die Methode ist auch ohne weiteres fiir gefarbte oder schwach 
triibe Fliissigkeiten anwendbar. In diesem Falle wird die Probe als 
Bezugsnormale benutzt unter Zusatz von so viel Wasser, als Indikator 
Verwendung findet. Natiirlich miissen in diesem Falle beide Gefibe 
gleiche Schichthéhe aufweisen. Sollte die Fliissigkeit so stark gefirbt 
sein, da die Einstellung am Stupho nicht mehr méglich ist, so wird 
das 10 mm-GefaB und die m/500 Indikatorlésung verwendet; gestattet 
die gute Pufferung der Fliissigkeit eine Verdiinnung derselbén, so kann 
die Bestimmung wie gewohnlich im 20-mm-GefaB erfolgen. 

In einer folgenden Abhandlung soll die py-Bestimmung mittels 
des Stupho auf die iibrigen Nitrophenole ausgedehnt werden, um 
so diese einfache und AuBerst verlaBliche Methode auf das ganze fiir 
praktische Zwecke in Betracht kommende py-Bereich anwenden 2u 
kénnen. \ 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode mitgeteilt, die die Bestimmung des Wasser- 
stoffexponenten von Lésungen mittels des Stufenphotometers nach 
Pulfrich zu bestimmen gestattet. Dieses Verfahren ist durch grobe 
Einfachheit bei einer Genauigkeit von mindestens 0,05 py ausgezeichnet 
und liefert infolge des Wegfalls jedweder Vergleichslésung oder jedes Farb- 
standards absolute, jederzeit reproduzierbare Werte. Ein besonderer 
Vorteil liegt in der unmittelbaren Bestimmbarkeit des py in gefarbten 
oder triiben Fliissigkeiten, wodurch ein Komparator entbehrlich wird. 
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Die Abnahme der Knochenphosphatase bei Uberfiitterung mit 
bestrahltem Ergosterin. 


Von 
Leona Baumgartner, Earl J. King! und Irvine H. Page. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fii 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1923 hat Robison (1) in Knochenextrakten ein Enzym 
nachgewiesen, welches Phosphorsiture aus Phosphorsiureestern, 
z. B. von Hexose und Glycerin, abspaltet. Er erwahnte damals auch 


eine 66- bis 77 %ige Hydrolyse bei Knechenextrakten von rachitischen 
Ratten im Vergleich zu einer 31- bis 51°, igen bei normalen Knochen. 
Bei der Untersuchung der Verbreitung dieser Knochenphosphatase 
in ossifizierenden und nicht ossifizierenden Teilen von Fétal- und 
Kinderknochen schlossen Martland und Robison (2), daB die Bildung 
des Enzyms ein Teil jener Zelltatigkeit sei, die zur Knochenbildung 
fiihrt. 


Das Enzym reagiert nur auf eine der séureléslichen organischen 
Phosphorverbindungen des Blutes, wahrscheinlich den Monophosphorsaure- 
ester (3) (4) (5). Robison und Soames, sowie Korenschevsky und Carr unter- 
suchten die Bedeutung der Phosphatase bei Rachitis. Die ersteren 
Forscher (6) analysierten die Knochen und studierten die Phosphor- 
verbindungen im Blute von Ratten, die verschiedene Diat mit ungeniigendem 
Gehalt an Vitamin A, Calcium und Phosphor und auBerdem solche Diat 
erhalten hatten, der einer oder mehrere der fehlenden Faktoren zugefiigt 
worden waren. Sie schlossen, daB die aus solcher Diat sich ergebende 
ungeniigende Verkalkung des Skeletts nicht auf einen Mangel an anorgani- 
schem Phosphor oder an spezifischem Phosphorséureester des Blutes oder 
am Knochenenzym, das die Ester hydrolysiert, zuriickzufiihren sei. Es 
ist jedoch bemerkenswert, da in Tieren mit einer Diat, die sehr arm an 
anorganischem Phosphor und fettléslichem Vitamin D (Mc Collum 3143) 
ist, die Konzentration des anorganischen Phosphors und des Phosphor- 
séureesters betrachtlich unter Normal sinkt und da die Konzentration 
des anorganischen Phosphors durch Hinzufiigen von Lebertran fast auf 


2 On leave of absence from the Department of Medical Research, 
University of Toronto. 
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Normal steigt. Die Knochen von rachitischen Tieren, die mit einer Lésung 
von Calcium-hexose-monophosphat oder Calcium-glycerinphosphat in Be- 
ruhrung sind, lagern Calciumphosphat in Knorpel an (7). Korenscheusky 
und Carr (8) studierten den EinfluB, den vitamin-A-arme Diat und subkutane 
Injektion von Glycerinphosphaten auf den Wasser- und Calciumgehalt 
von Rattenknochen haben. Sie fanden, da besonders das Calciumsalz 
die Verkalkung der Knochen steigert, was sie auch durch den histologischen 
Befund beweisen konnten. Orale Zufuhr von Calcium fiihrt zu keiner 
Zunahme. Aus der Uberlegenheit des Calcium-glycerophosphats iiber das 
Natriumsalz schlossen sie, daB das Calcium irgendwie ein sehr wichtiger 
Faktor sei. 

Die Tatsache, daB das antirachitische Vitamin ossifizierende 
Prozesse férdert und da gleichzeitig der Calecium- und Phosphor- 
gehalt des Serums rachitischer Tiere und Kinder zunimmt, ist schon 
lange bekannt. 


Die stark spezifische Wirkung von bestrahltem Ergosterin wurde in 
dieser Beziehung frithzeitig von Holtz (9), Gyérgy (10) und Beumer und 
Falkenheim (11) gezeigt und ist seither éfters nachgepriift worden. Es 
scheint, daB die Fiitterung von normalen Individuen mit bestrahltem 
Ergosterin zu etwas verschiedenen Folgerungen in bezug auf den Calcium- 
und Phosphorgehalt des Blutes gefiihrt hat. Bei gesunden Erwachsenen 
fanden Howard und Hoyle (12), daB derariige Zufuhr nicht zu einem be- 
deutenden Wechsel im anorganischen Phosphorgehalt ‘des Blutes fiihrt, 
obwohl Kroetz (13) eine Zunahme an organischem Phosphor gefunden hatte. 
Hess, Lewis und Rivkin (14) fanden, daB die Zufuhr von _ bestrahltem 
Ergosterin bei normaien Kindern zu einer Steigerung sowohl! des Calcium- 
als auch des Phosphorgehalts fiihrt. Mit bestrahltem Cholesterin gefiitterte 
Hunde zeigen keine iibernormalen Calciumwerte im Blute [Hess und 
Sherman (15)]. Mit verschiedenen chronischen Leiden behaftete Erwachsene, 
welche mit wechselnden Dosen von Vigantol behandelt wurden, zeigen 
eine Zunahme im Calcium des Serums (16). Es ist auSerdem ein bemerkens- 
wertes Ergebnis der Ergosterinbehandlung, da®B in Fallen von Osteo- 
malacia (17) eine entschiedene Besserung und bei kiinstlich erzeugten 
Rattenfrakturen (18) eine rasche Heilung erreicht wurde. 

Die pathologische Wirkung der Uberdosierung wurde zuerst von 
Pfannenstiel (19) erwahnt und von Kreitmair und Moll (20) eingehend 
bearbeitet. 

Sie stellten in Tieren, die mit groBen Mengen gefiittert worden waren, 
eine stark toxische Wirkung und eine extreme mediale Verkalkung fest. 
Seitdem haben Kreitmair und Hurtzelmann (21) und Wenzel (22) ein 
ziemlich vollstandiges Bild der sogenannten ,,Hypervitaminose“ gezeichnet. 
Sie ist gekennzeichnet durch Verkalkung der GefaiBe, des Magens und der 
Nieren. Bei einem Kaninchen fanden sie eine Erweichung der Knochen. 
Nierenkonkremente sind besonders von Dizon und Hoyle (23) beschrieben 
worden. Schmidtman (24), Reyber und Walkoff (25), Rabl (26), Heubner (27) 
und Harris (28) bestatigen alle im allgemeinen diese pathologischen Befunde 
bei verschiedenen Handelspraiparaten von bestrahltem Ergosterin. 


Wiahrend diese Arbeit urspriinglich in der Absicht unternommen 
wurde, in den Hirn- und HerzgefaBen Verkalkungen hervorzurufen 
— wobei uns das erstere nicht, das letztere jedoch gelang —-, erweckte 





72 L. Baumgartner, E. J. King u. I. H. Page: 


die auffallige Entkalkung unsere Aufmerksamkeit. Da wir von den 
Nebenschilddriisenhormonen wissen, da die Knochen bei der Mobi 
lisierung von Kalk als Depot dienen, ergab sich die Aufgabe, zu unter- 
suchen, was als wichtiger Reaktionsmechanismus in den Knochen 
erscheint, nimlich die Phosphatase. Hess, Lewis und Rivkin machen 
die Vermutung glaubhaft, daB das Anwachsen des Blutcalciums und 
Phosphors bei der Hypervitaminose durch die Tatigkeit der Neben- 
schilddriise vermittelt wird. Welchen EinfluB, wenn iiberhaupt einen, 
das Nebenschilddriisenhormon auf die Knochenphosphatase hat, 
ist unseres Wissens nicht untersucht worden. Deshalb erscheint eine 
Verallgemeinerung des entwickelten Reaktionsmechanismus so lange 
nicht gerechtfertigt, bis weitere Daten vorliegen. 

Da wir bei der Mobilisierung des Kalkes infolge der Einspritzung 
von Nebenschilddriisenhormon wissen, da dabei die Knochen die 
Rolle eines Kalkdepots zu spielen scheinen, schien es uns wichtig, zu 
untersuchen, ob bei der Stérung des Kalkstoffwechsels infolge von 
Hypervitaminose die Phosphatase dabei eine Rolle spielt. 


Versuche. 


Die Versuchskaniachen waren 9 bis 12 Monate alt. Sie wurden 
mit’ Heu, Hafer und WeiBriiben gefiittert. Sechs davon wurden 2 bis 
5! Monate vor ihrem Tode taglich mit 5 bis 15 cem Vigantol (Merck, 
bestrahltes Ergosterin in Ol!) mit Hilfe des Magenschlauches gefiittert. 
Einige Tiere waren im letzten Monat nur woéchentlich gefiittert worden. 
Die Gesamtmengen an erhaltenem Vigantol lagen zwischen 255 
und 870 mg. 

Die Knochen der Vorder- und Hinterbeine wurden gereinigt, 
zerkleinert und 48 Stunden mit der  fiinffachen Gewichtsmenge 
destillierten Wassers bei Zimmertemperatur extrahiert. Das klare 
Filtrat wurde zur Phosphataseuntersuchung verwandt. Zur Ver- 
meidung von Bakterienansiedelungen wurde immer geniigend Chloroform 
zu den Extrakten gegeben. 

Die Bedingungen der Hydrolyse waren ungefahr dieselben wie 
die von Martland und Robison (2). So wurden 50 com m/1000 Natrium- 
glycerophosphat, 2 cem des enzymhaltigen Filtrats, 3 Tropfen Chloro- 
form in kleine Kélbchen gegeben und das pg mit n-NaHCO, auf 
8,6 gebracht. Zur Bestimmung des Anfangsgehalts an anorganischem, 
gesamtem und organischem Phosphor wurden 20 ccm herausgenommen. 
(Organischer Phosphor = Gesamtphosphor — anorganischer Phosphor.) 
Die Kélbchon mit der Enzym-Glycerinphosphatlésung wurden 6 Stunden 


! Wir erlauben uns, der Firma E. Merck, die uns in liebenswiirdiger 
Weise die erforderlichen Mengen Vigantol zur Verfiigung stellte, unseren 
herzlichsten Dank auszusprechen. 
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in einem Thermostaten bei 38°C gehalten. Alle 2 Stunden werden 
\0cem herauspipettiert. Der Flascheninhalt wurde immer wieder 
auf das nétige py von 8,6 gebracht. Der anorganische und der Gesamt- 
phosphor der entnommenen Proben wurden kolorimetrisch nach der 
modifizierten Briggsmethode bestimmt, wie sie auch Martland und 
Robison (4) angewandt haben. Dieser Methode wird eine grobe 
Genauigkeit zugeschrieben, weil die Farbe bei einem py entsteht, 
das eine betrachtliche Variation des Siuregrades ohne einen Verlust 
der Starke der erzeugten Farbe erlaubt. So ist sie bei der Bestimmung 
des organischen Phosphors in proteinfreien, trichloressigsdurehaltigen 
Filtraten ohne vorherige Neutralisation der Trichloressigsiure an- 
wendbar. AuBerdem stimmen die mit dieser kolorimetrischen Methode 
gefundenen Resultate mit denen der Newmannschen gut  itiberein. 

Tabelle I gibt fiir jede zweistiindige Periode die Werte des an- 
organischen, organischen und Gesamtphosphors sowie den Prozent- 
gehalt des abgespaltenen organischen Phosphors an. 

Es ergibt sich aus dieser Tabelle ganz eindeutig, daB die Aktivitat 
des Knochenenzyms der mit Vigantol gefiitterten Kaninchen sehr 
stark vermindert ist im Vergleich mit der der Kontrolltiere, d. h. 17,27 °, 
abgespaltener Phosphor im Vergleich mit 60,75°, waihrend 6 Stuncen. 
Die Unterschiede sind sp groB, da8 nur geringer Zweifel in bezug auf 
den Wert der Ergebnisse sein kann. 

Die Abnahme der Knochenphosphatase in den mit groben Mengen 
bestrahlten Ergosterins gefiitterten Tieren kann sehr deutlich aus 
Abb. 1 ersehen werden, welche den durchschnittlichen Prozentgehalt 
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Abb.1. Grapbische Darstellung des durchschnittlich abgespaltenen Phosphors. 





A abgespaltener organischer Phosphor in °/) von normalen Kaninchen. 
B abgespaltener organischer Phosphor in °/) von Vigantol-«Kaninchen. 
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der Hydrolyse bei der Vigantolgruppe im Vergleich mit den Kontroll- 
tieren zeigt. 


Die pathologischen Befunde bei einer groBen Anzahl von Kaninchen 
werden im einzelnen in einer spateren Abhandlung mitgeteilt werden. 
Des besseren Verstindnisses wegen sei jedoch an dieser Stelle eine 
kurze Zusammenfassung tiber die in vorliegender Untersuchung ver- 
wendeten Kaninchen gegeben. Die Organe wurden, wenn nicht eigens 
erwahnt, immer normal gefunden. 


Kaninchen Nr. 2229. Durch die ganze Aorta und ihre Verzweigungen 
hindurch waren groBe, fast geschwulstartige Flecken mit faltiger rauher 
Oberflache. Die Wande waren infolge Kalkablagerung fest geworden und 
an manchen Stellen wieder sehr dinn. Die Gefai®e waren stark erweitert, 
besonders am Bogen. Die Herzklappen wurden von dem Proze8 nicht 
merklich in Mitleidenschaft gezogen. Die Nieren zeigten starke Kalk- 
ablagerung in der Rinde. Die Knochen waren sehr weich und miirb und 
zeigten augenscheinlich Entkalkung. 


Kaninchen Nr. 2221. Die Aorta und die angrenzenden GefiéBe und 
besonders die Nierenarterien waren schwer verkalkt. Die KranzgefaiBe 
des Herzens waren in gleicher Weise stark in Mitleidenschaft gezogen mit 
deutlichen Narben im Herzmuskel. Die Magenwand war ebenfalls stark 
mit Kalk durchsetzt, den Organen ein grauweili punktiertes oder gestreiftes 
Aussehen gebend. Die Nieren und Lungen waren weitgebend verkalkt. 
Die Knochen waren’ sehr miirbe, fast von papierahnlicher Beschaffenheit. 


Kaninchen Nr. 2270. Mit Ausnahme einer sehr gut entwickelten Ver- 
kalkung der Aorta und der Herzklappen war wenig Bemerkenswertes 
festzustellen. Die Knochen schienen nicht ungewéhnlich weich, wie bei 
den anderen Tieren. 


Kaninchen Nr. 2203. Es wurde eine sehr ausgepriigte, bis in die Klapper 
reichende und auch diese noch umfassende Verkalkung gefunden. Die 
KranzgefaBe des Herzens waren auch davon betroffen. In der Blase wurden 
einige Steine gefunden. Die Magenwand war mit Kalkstreifen durchsetzt. 


Kaninchen Nr. 2208. Die KranzgefaiBe des Herzens waren bei diesem 
Tiere auffallend. Sie waren erweitert und verkalkt und der angrenzende 
Herzmuskel war mit ausgedehnten Narben durchsetzt. Die Aorta war 
stark erweitert und durchweg steif. Die Magenwand war mit Kalk 
durchsetzt. 

Kaninchen Nr. 2271. Die Herzmuskulatur, die Kranzgefii®e und 
Klappen und die Aorta waren weitgehend verkalkt. Die Magenwand war 
ebenfalls verkalkt und die Knochen waren sehr weich. 


Im allgemeinen kann man sagen, dais bei Hypervitaminose von 
Kaninchen Aorta- und KranzgefaBverkalkung die auffallendsten 
und standigen Befunde sind. Knochenerweichung und merkwiirdige 
knopfahnliche Auswiichse an den Rippen sind ebenfalls sehr haufig. 
Magen, Lungen und Nieren sind gewéhnlich verkalkt und gelegentlich 
auch die GefiBe im Gehirn. Das pathologische Bild ist eindeutig. 
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Zusammenfassung. 

1. Die pathologische Wirkung der Uberdosierung von bestrabltem 
Ergosterin wurde bei Kaninchen studiert. Wegen der von uns hiutiy 
beobachteten Erweichung des Knochengewebes wurde die Knochen. 
phosphatase quantitativ untersucht. 


2. Die Knochenphosphatase wurde in solchen Tieren immer 


niedrig gefunden. 


Herrn Geheimrat Prof. Dr. R. Willstdtter méchten wir fiir seine bereit- 
willige Hilfe auch an dieser Stelle unseren ergebensten Dank aussprechen, 
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Neue Beitrige zur Frage des Calciumzustandes in den 
Korperfliissigkeiten'. 


Voa 
Karl Klinke. 
(Aus der Universitéts-Kinderklinik Breslau.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1929.) 4 


Der Zustand des Calciums in den Korperfliissigkeiten hat wegen 
der Beziehungen des Calciums zu dem Vorgang der Verknécherung, 
zur Tetanie, entscheidende Bedeutung. In meiner zusammenfassenden 
Darstellung (Ergebn. d. Phys. 26, 381, 1928) sind die verschiedenen 
Ansichten ausfiihrlich dargestellt; dort sind auch die Griinde aus- 
einandergesetzt, die zur Ablehnung der Auffassung fiihrten, da das 
Serum eine an Ca++, PO? und COF iibersittigte Lisung darstelle. 
Am besten wird den Beobachtungen die Annahme einer komplexen 
léslichen Kalkverbindung gerecht. Wenn erneut das Wort zu dieser 
Frage ergriffen wird, so soll die friihere Beweisfiihrung gestiitzt, und 
es sollen aus den indirekten Schliissen zum Teil direkte gemacht werden. 

Die Ubersattigung wurde aus folgenden Griinden abgelehnt: 

1. Das Calcium des Serums wird durch Schiitteln mit Ca,(PO,), in 
Substanz ausgefallt. Diese Ausfaillung wurde von fritheren Untersachern 
als die Einstellung eines Lésungsgleichgewichts nach Animpfung der tiber- 
sittigten Serumsalzlésung mit einem Kristall angesehen. Ist das Serum 
aber an allen drei Ionen iibersattigt, so miiBte auch CaCO, als Impfkristall 
wirken und das Serumcalcium ausfaillen, was nicht der Fall ist. 

2. Der gleiche Effekt wie mit Ca,(PO,), 1a8t sich auch mit anderen 
negativen Adsorbenzien [Al(OH),, BaSQO,] erreichen. Kleinmann hat 
allerdings dieses Ergebnis an Serum nicht reproduzieren kénnen. Dagegen 
konnte er in iibersattigter Ringerlésung eine Ausfallung von Calcium erzielen, 
die er durch die Gleichheit der Kristallformen der verwandten Salze erklart. 
Nun habe ich bereits friiher darauf hingewiesen, daB es auch mir nicht 
gelang, eine Ausfallung des Serumcalciums mit trockenem Impfmaterial 
aus der Vorratsflasche zu erzielen. Nur frisch gefallte Salze ergaben diese 
Wirkung, wie es ja aus vielen Adsorptionsversuchen geléufig ist. Zum 
Beweis mag noch eine Versuchsreihe aus diesem Jahre angefiihrt sein. 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 


Biochemische Zeitschrift Band 213. 12 





178 K. Klinke: 





Tabelle I. 
Ca in Millimol/Liter 
ce PEE FR en Se aes ES ia ee ae Pe 2,80 
Nach vierstiindigem Schiitteln mit frisch gefalltem BaSO,. 1,54 
‘ re o i ‘a . Al(OH)s 1,80 
6 Std. mit trockenem BaSO, geschiittelt i tate a 2,82 


Der Unterschied, der sich beziiglich des Impfmaterials zwischen Serum 
und Ringerlésung ergibt, ist sehr bemerkenswert. 

3. Durch Ausfrieren eines Serums war keine Einstellung des Lésungs- 
gleichgewichts der beiden Calciumsalze zu erreichen, wie dies in iiber- 
sittigter Ringerlésung méglich war. 

4. Ungenaue, aber immerhin in der GréBenordnung richtige Be- 
stimmungen der Jonisation des Serumcalciums ergaben einen Wert von 
etwa 20% ionisiertem Calcium. (Neuhausen und Marshall: elektrometrisch ; 
Freudenberg und Ottilie Budde: Methode Brinkman und van Dam.) 

Daneben sprachen noch physiologische Griinde gegen die Annahme 
einer Ubersittigung, die im einzelnen hier nicht mehr abgehandelt sein 
sollen. 

Es wurde der Zustand des Serumcalciums als der eines léslichen, wenig 
dissoziierten elektronegativen Salzes gedeutet. 

fenngleich manchen dieser Argumente gegen die Annahme einer 
Ubersattigung (so der ausbleibenden Fallung nach Impfung mit CaCO,) 
keine Erklirung im Sinne der Ubersiattigungstheorie entgegenzusetzen 
war, haben sich doch Einwiande gegen die obige Erklarung gefunden. 

Eine wesentliche Stiitze erfuhr die Auffassung des Serumcalciums als 
komplexes Salz dadurch, daB es Corten und Estermann endlich gelungen 
ist, eine einwandfreie elektrometrische Methode zur Bestimmung der Ca- 
Ionenkonzentration auszuarbeiten. Sie beruht auf folgender Kette: 
Zn | ZnC,0,| CaC,O,| Ca**, ist also eine Elektrode dritter Art. 

Die von Corten am Serum ausgefiihrten Messungen ergaben einen 
Wert von etwa 2mg-% ionisiertem Calcium (mit Schwankungen von 
etwa 20% um diesen Wert). Wenn Corten selbst aus diesen Messungen 
auf eine geringe Ubersittigung des Serums an Calcium schlie&t, so ist 
dabei die Verinderung des Léslichkeitsproduktes durch die ionale Aktivitat 
der Serumsalzlésung unberiicksichtigt geblieben. Unter Einsetzung dieser 
Korrektur stellt die Zahl von 2 mg-°% fast exakt den Wert dar, der aus 
dem  aktivitiatsbedingten Léslichkeitsprodukt des CaCO, = 10—7.38 
(#4 = 0,167) folgt. 

Mit diesem Befund ist im Grunde die Frage entschieden, in welcher 
Zustandsform sich das Calcium im Serum befindet. Ubersattigte Lésungen 
sind, wie seit Kohlrausch bekannt ist, und wie sich das mit den modernen 
Anschauungen iiber die starken Elektrolyte deckt, véllig ionisiert. (Etwaige 
Abweichungen werden durch Beriicksichtigung der Aktivitat verstandlich.) 
Sind nur 2 mg-% echt ionisiert, so kann keine vollstandige Ubersattigung 

an CaCO, vorliegen. Méglich ware noch eine Ubersattigung an Ca; (PO,)s. 
Bei der ionalen Konzentration des Serums nimmt das Léslichkeitsprodukt 
des Ca;(P.O,), den Wert von 10—26,6 an. Es wiirden danach nur etwa 0,6mg-% 
mit dem Serumphosphat in echtem Lésungsgleichgewicht stehen. 

Ob dies der Fall ist, erscheint mehr als fraglich. Es sei daran erinnert, 
daB das sogenannte anorganische Phosphat sich bei der Dialyse mit variierter 
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H* gemeinsam mit dem Calcium ins Donnangleichgewicht einstellt. (Winter- 
nitz und Stary). Wenn auch im Alkalischen ein eventuelles Ausfallen an- 
gunehmen ist, so ist doch im Sauren dieses gemeinsame Austreten von 
Calcium und Phosphat bei vélliger Ionisation unverstandlich. 


Kleinmann glaubt allerdings, daB eine geringgradige Ubersattigung 
mit Tricalciumorthophosphat bestehe. Beim Animpfen mit festem Ca,(PO,)s, 
wie in den bekannten Schiittelversuchen, wiirde dieses ausgefallt. Das 
ausgefillte Salz adsorbiere dann weiterhin CaCQO;, und damit fiele der 
gesamte Serumkalk aus. Wena man aber bedenkt, da8 aus der Dialysier- 
barkeit des Calciums nicht seine véllige Ionisation zu beweisen war, so mu 
erst der Nachweis gefiibrt werden, daB das anorganische P des Serums in 
der Tat vdllig ionisiert ist. Nach den vorher angefiihrten Befunden von 
Winternitz ist dies von vornherein nicht sehr wahrscheinlich. 


Die obige Deutung wire durchaus denkbar. Durch Einstellung des 
Lésungsgleichgewichts von Ca,(PQO,), wiirden aus dem nicht ionisierten 
Rest fortlaufend Ionen nachgeliefert, die immer wieder ausgefallt wiirden 
und schlieBlich durch Austauschadsorption C OF in den Bodenkérper rissea. 
Die Versuche Kleinmanns sind jedoch mit einer anderen Methodik als 
mit meiner angestellt. Meine Resultate beziehen sich auf Serum, in dem 
ein CO,-Verlust peinlich ausgeschlossen war. 

Die angewandte, als bekannt vorausgesetzte Methodik war folgende: 
Das Serum wurde in der tiblichen Weise unter Paraffin gewonnen (mensch- 
liches Blut, Venenpunktion). Es wurde nach dem Abzentrifugieren unter 
Paraffin in ein zylindrisches Schiittelgefa8 tibergefiihrt, und dieses GefaiB 
bis zum Rande mit Paraffin aufgefiillt. Als Verschlu®B wurde ein durch- 
bohrter Gummistopfen aufgesetzt. hi der Durchbohrung befand sich ein 
kurzes Stiick Glasrohr, das ungefahr in der Mitte fast kapillar verengt war. 
Beim Eindrehen des Stopfens floB das iiberschiissige Paraffin durch das 
Glasrohr ab. Das Rohr wurde oben mit einem kurzen Stiick Gummi- 
schlauch verschlossen, der abgeklemmt wurde. Dann erfolgte eine Sicherung 
des Stopfens wie der Klemmverbindung. Hatte sich nun auch noch ein 
geringer Rest von Luft in der oberen Erweiterung des Glasrohres gesammelt, 
so konnte diese Luft analog dem Maximalthermometerprinzip nicht in 
den eigentlichen Schiittelraum eindringen. Mit einem Ausgleich des Kohlen- 
dioxyds in der fliissigen und der Gasphase ist bei dieser Anordnung praktisch 
nicht zu rechnen. 

In Kleinmanns Versuchen setzt sich aber die Kohlenséure der Lésung 
frei mit dem Kohlendioxyd im Gasraum ins Gleichgewicht. Aus einer 
Ringerlésung, die mit Ca**, PO und COF iibersattigt ist, muf ja bei 
Zufiigen von festem Ca,(PO,), CO, entweichen. Ich erinnere daran, dab 
dieses Salz dem mit ihm geschiittelten Wasser ein py von etwa 5,8 bis 6,0 
erteilt. (Beziiglich der Anomalien der Titrationskurve der Phosphorséure bei 
Neutralisation mit Ca(OH), verweise ich auf die Ergebnisse der Physiologie.) 


Es stellt sich also in Kleinmanns Lésungen ein kompliziertes drei- 
phasisches Gleichgewicht ein, da CO, (bzw. C OF) einerseits in die Gasphase 
iibergehen und andererseits an ausfallendes Ca** angelagert werden kann. 
Wenn auch durch meine Untersuchungen iiber Phasenpufferung die 
Pufferung eines Systems: CaCO, (feste Phase)—lésliches Salz der Kohlen- 
séure—Kohlendioxyd in der Gasphase— theoretisch und praktisch fest- 
gestellt wurde, so ist doch eine direkte Ubertragung meiner Ergebnisse 
auf diese Versuche nicht angaingig. Inwieweit die bekannte Adsorption 
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von Ca-Ionen durch festes Ca,;(PO,), (Porcher) stattgefunden hat oder 
eine echte Adsorption von COF vor sich gegangen ist, laBt sich aus diesen 
Versuchen nicht erschlieBen. 

Die von Hastings und mir angegebenen Resultate sind demgegeniiber 
unter Versuchsbedingungen gewonnen, die zwar zu keiner Einstellung de 
Lésungsgleichgewichts mit dem Kohlendioxyd der Luft fiihren, aber eine 
Aussage gestatten, in welchem Verhaltnis Ca**, CO; und PO, in den Boden 
kérper eingegangen sind. 


Eine Wiederholung in der oben beschriebenen Versuchsanordnung 
ergab folgende Resultate : 








Tabelle II. 
Millimol/Liter 

Ca | P |co,| = 
1. Menschenserum ohne Zusatz ....... ~. «|| 29 | 1,0 | 30,2] 7,36 
2. ‘ mit Zusatz von etwa 50mg Cag(PQ,4)o_ 1,3 :1,0 28,0 | 7,31 

Differenz | 16 — | 22) 
3. Menschenserum (II) ohne Zusatz ..... . . . . | 2,6 | 0,9 | 34,8]! 7,39 
2 mit Zusatz von etwa 50mg Cag (PO,), 0,9 0,8 | 32,8)) 7,32 

Differenz | 1,7 | 0,1 | 2,0! 

5. Serum (II) vor jeder Behandlung ......... 34,9 | 


Versuche 1 und 2, wie 3 und 4 wurden nebeneinander je 6 Stunden 
geschiittelt. Die Menge betrug etwa 12,0 ccm. 


Nach diesen Resultaten bestehen im Serum doch andere Aus- 
fallungsverhaltnisse als in der Ringerlésung. Insbesondere sei auf 
die tiberschieBende Ausfaillung von Anionen aufmerksam gemacht, 
die sich nicht in stéchiometrische GesetzmaBigkeiten bringen 1aBt. 


Da8 schlieBlich in einer mit Cat+, CO} und POF iibersattigten 
Lésung sich bei Vorhandensein des Bodenkérpers nur eines Salzes 
endgiiltige Gleichgewichte einstellen miissen, ist klar. Ich konnte 
das in friiheren Studien an einer mit Ba++, SO] und Cr Oj iibersittigten 
Lésung demonstrieren. Setzt man namlich zu einem Niederschlag 
von BaS0, eine Lésung von Cr O7-Ionen, so findet nach gar nicht langer 
Zeit eine Umsetzung der Lésung mit dem Bodenkérper statt. SOj-Ionen 
gehen in die Lésung, und CrO{-Ionen verschwinden in den Bodenkérper. 
Das ist ohne weiteres verstindlich. Ein solches System muB — da 
ja nicht zwei verschiedene Gleichgewichte in einer Lésung unter sonst 
gleichen Bedingungen existieren kénnen — dem gleichen Endzustand 
zustreben, wie er sich einstellt, wenn man zunachst die Summe der 
vorhandenen SO{- und CrO7-Ionen mischte, und dann die Ba++-Ionen 
hinzugabe. An der Einstellung des Gleichgewichts eines solchen Zwei- 
salzsystems ist also der Bodenkérper gema8 seiner Menge beteiligt 
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(wie dies sich auch aus der Gibbsschen Phasenregel ableiten 1aBt). 
Dieses Gleichgewicht ist einer einfachen Berechnung zuginglich. 


Da die beiden Léslichkeitsprodukte lauten: 


[Ba] [SO,] = &,, (1) 
[Ba] [CrO,] = ky, (2) 
so ergibt sich bei Division: 
[SO,) _ ke. 
[CrO,) aa 


Das bedeutet, daB im Gleichgewicht die Konzentrationen von SO, 
und CrOF in der Lésung in einem konstanten Verhiltnis zueinander 
stehen. (Der Wert dieser Konstanten ist selbstverstandlich aktivitats- 
bedingt, etwas, was bei meinen friiheren Untersuchungen noch nicht 
beriicksichtigt wurde.) 


Daraus, daB die Summe der ausgefillten SO{- und CrO;-Ionen 
stéchiometrisch gleich der Menge der ausgefillten Ba-Ionen sein muB, 
folgt 

ESO, — [SO,] + LCrO, — [CrO,] = YBa — [Bal, (4) 
wobei 2 SO, und XY CrO, und 2 Ba die Ausgangskonzentrationen 
der Ionen sind. 


Falls die Ausgangskon:entrationen bekannt sind, laBt sich aus 
einer Gleichung zweiten Grades das endgiiltige Gleichgewicht be- 
rechnen. 


Etwas Analoges kann man auch bei der Betrachtung unseres 
Systems vornehmen. Aus den Léslichkeitsprodukten von [Ca}§ [PO,}?= I’ 
und [Ca] [CO,] = L’ folgt 

(PO? or 
(CO,]® Ls ’ 
und als Ausfallungsbedingung 


5 (SP—} (PO) + Sco, — * [co] = SCa—[Co}, 6) 


wobei das Summenzeichen die obige Bedeutung hat. v und r sind 
Faktoren, die gestatten, aus dem py der Lésung den Prozentsatz an 
tertiirem Phosphat oder sekundirem Carbonat zu berechnen. Hierbei 
resultiert eine Gleichung fiinften Grades. 


(5) 


Die praktische Durchfiihrung der Rechnung an den zufilligen 
Werten eines menschlichen Serums ergab unter der Voraussetzung, 


* Der Strich bei den Konstanten bedeutet ihre Aktivitatsbedingtheit. 
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da8 sich das py nicht verschiebt und da8B die Kohlensiure der Lésung 
nicht entweichen kann, folgendes Resultat. 


Das betreffende Serum enthielt 2,75 Millimol Ca, 1,5 Millimol P 
und 30,0 Millimol CQ,. 


Bei eingestelltem Gleichgewicht sind ausgefallt : 
2,3 Millimol Ca, 0,2 Millimol P und 2,0 Millimol CQ,. 
In der Lésung verbleiben also: 
0,45 Millimol Ca, 1,3 Millimol P und 28,0 Millimol CQ,. 


Kontrolle. 

Die Léslichkeitsprodukte betragen unter den Bedingungen des 
menschlichen Serums (pX bedeutet immer den negativen dek. log. 
wie in px) 

pL’ = P(caco3) = 7,4, pl = P (Caz (PO4)2] 26,6. 
In der tiberstehenden Lésung ist pCa = 3,35, pCO, = 4,05, pCO, = 8,3. 
Aus Formel 5 folgt: 


pl’ —3 pL’ = 2 pPO, — 3 pCO,, 
pl’ —3 pL’ = 4,4, 
2 pPO, — 3 pCO, = 4,4(5). 
Also besté Ubereinstimmung. 


Auf diese Weise sind rechnerisch die Beziehungen zu ermitteln, 
die bei Einstellung des endgiiltigen Gleichgewichts in der Lésung be- 
stehen, und ist andererseits die Zusammensetzung des Niederschlags 
festzustellen. Uber die Bedeutung dieser Zahlen fiir die Zusammen- 
setzung der Knochenerden wird noch zu sprechen sein. 


Mit diesen Uberlegungen ist aber der Einwand Kleinmanns, dab 
sich an Ringerlésung die von mir am Serum erhobenen Resultate 
ebenfalls realisieren lassen, nicht aufrecht zu erhalten. Um vergleich- 
bare Resultate zu erhalten, miiBte die Ringerlésung ebenfalls unter 
Luftabschlu8 mit festem Ca,(PO,), geschiittelt werden. 


Nun steht aber ein viel bequemerer Weg offen, die Entscheidung 
zu fallen, in welcher Zustandsform die restlichen 3 bis 4 mg-°, Ca 
des Serums vorhanden sind. (Da von den 5 bis 6 mg-°%, ultrafiltrablen 
Calciums nur 2 mg-°%, echt ionisiert sind.) 


Es wurden im Ultrafiltrat die Ausschiittelversuche unter Paraffin- 
abdichtung wiederholt. Ferner wurde das Ultrafiltrat der Ausfrierung 
unterzogen. Zur endgiiltigen Entscheidung wurde im Ultrafiltrat 
die Wanderungsrichtung des vorhandenen Calciums festgestellt. Die 
folgenden Tabellen geben iiber die Resultate AufschluB. 
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Tabelle ITI. 


(Das Ultrafiltrat wurde in der gleichen Weise behandelt wie die Sera in 
den Versuchen der Tabelle IT.) 





Millimol/Liter 





Ca P CO; 


a) as von Pferdeserum: | 
. Ohne Zusatz 6 Std. geschiittelt. . ....... 1,2 {1,0 14,2 | 7,98 
2. Mit Zusatz von etwa 50 mg Cas (P04) geschittelt 0,5 |0,9 12,8 | 7,90 


Differenz 0,7 0,1 1,4 


b) Ultrafiltrat von Menschenserum: 
SEG Sic. cS) re BSS. Bilt ve: Bay a a a 
ae a eS tee er sé OS's 


0,76 12,0 7,8 
0,70 108 7,8 


Ose 
Differenz | 0,6 | 0,06) 1,2 


Zur Verwendung gelangten je etwa 12ccm Serumultrafiltrat. 


oe 


Tabelle IV. 





Millimol/Liter 





Ca P Cc O, 


ES Se See es eee tec ee eee 2,2 | 1,2 | 26,0 
Nach mehrmaligem langsarien Ausfrieren in fliissiger Luft . 0,4 0,9 | 24,4 
Ultrafiltrat, Versuch a)-1.-der Tabelle3. ......... 1,2 
DE ES ar a eee ae 1,2 

Ulerailtvat von Rinderserum. ...... 2+ +s ese 1,3 
a, ee eS bd sol kee a a 1,3 


Tabelle V. 


Vorbemerkungen. Etwa 10,0 Ringerlésung oder Ultrafiltrat werden 
in dem bekannten Uberfiihrungsapparat in ein elektrisches Feld von etwa 
220 Volt nach Vorschaltung von 1170 Ohm gebracht. Als Elektroden 
dienen Platinbleche. Die durchgelassene Strommenge betrigt 0,04 bis 
0,05 Amp. Der Strom wird 2 Stunden durchgeleitet. In dieser Zeit gehen 
durch die Lésung etwa 360 Coulomb (Amperesekunden). Da zum Transport 
von 1 g-Molekiil 96800 Coulomb benétigt werden, die Ringerlésung wie 
das Ultrafiltrat nar etwa eine 0,16 mol. Lésung darstellen, so kénnte mit 
etwa 160 Coulomb in den 10cem theoretisch eine 100°%ige Trennung 
erzielt werden. Die durchgeschickte Strommenge ist iiber doppelt so groB. 
Die Potentialdifferenz zwischen den beiden Elektroden betrug etwa 170 Volt. 





Millimol Ca 


in der Fliissigkeit | 











Bemerkungen 
Anode | Kathode | e 
1. Ringerlésung der Tabelle4 ...... 0,80 3,20 aa 
2. Ultrafiltrat a), Tabelle 4, R.N. im Aus- 
gangsserum 28 OL a ae ee 1,15 1,25 N-Gehalt 29 mg-®/, 


3. Ultrafiltrat b), Tabelle 4, R.N. im Aus- 
gangsserum 32mg-%.... . ne ie 1,35 N-Gehalt 34 mg+2/o 
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Es muB8 bei dieser Versuchsanordnung sich der gréBte Teil der ir 
Serum vorhandenen Ionen und Salze entsprechend seiner elektrischen 
Ladung an der Kathode oder Anode angereichert haben. 

Tabelle III zeigt, daB sich die iiberschieBende CO,-Ausfallung 
in gleicher Weise wie im Serum auch am Ultrafiltrat nachweisen abt. 
Die Adsorptionstheorie der Wirkung des Ca,(PO,), erfaihrt damit 
eine weitere Bestatigung. 

Aus Tabelle IV ist zu ersehen, daB im Gegensatz zu iibersittigter 
Ringerlésung der Calciumgehalt des Ultrafiltrats sich nach Ausfrieren 
in fliissiger Luft nicht andert. Hier mége ein Wort iiber die Angaben 
von Nitschke eingefiigt sein, dem es nicht gelang, die Ausfillung von 
iibersattigtem Kalk in einer Ringerlésung durch Ausfrieren zu erreichen. 
Diese Methodik erfordert gewisse VorsichtsmaBnahmen, die jedoch 
aus der Theorie des Eutektikums ohne weiteres abzuleiten sind. Nimmt 
man namlich das Ausfrieren zu schnell vor und bewegt die auszufrierende 
Lésung nicht geniigend, so erhalt man den Zustand eines ,,eingefrorenen 
Gleichgewichts**. Ein Verfahren, das ja zu gewissen Analysen Anwendung 
findet. Wird aber das Ausfrieren richtig, d.h. langsam und unter 
heftiger Bewegung der Fliissigkeit vorgenommen (Reagenzgliser 
sind dafiir wenig geeignet), so erhaélt man, nachdem man den ent- 
standenen Impfkristallen 6 bis 8 Stunden Gelegenheit zur Wirkung 
gegeben hat, stets die von mir beschriebenen Resultate. Dies ist auch 
aus den Untersuchungen tiber den eutektischen Punkt der Schmelzen 
von Legierungen ohne weiteres abzuleiten. Der eutektische Punkt 
hat mit der urspriinglichen Gefrierpunktserniedrigung der Lésung 
— wie dies Nitschke anzunehmen scheint — nichts zu tun. Er ist allein 
bedingt durch die Konzentrierung der restierenden Lésung durch 
das zuniachst ausfrierende Lésungsmittel. Ob im Serum beim Aus- 
frieren die Ausbildung von echten Ca, (PO,),-Kristallen durch das Eiweil 
verhindert wird (Kleinmann), ist vorderhand nicht zu entscheiden. 
Fiir die Frage des Zustandes des in unbekannter Bindung vorhandenen 
Caleiums (der ultrafiltrablen nicht ionisierten 3 mg-°%,) ist die Ent- 
scheidung durch die Ausfrierversuche am _ eiweif freien Ultrafiltrat 
gefallt. 

Die wichtigsten Resultate gibt die Tabelle V. Wiahrend in der 
Ringerlésung das_ iibersattigte Calcium zum _ iiberwiegenden Teil 
gemaB seiner Ionenladung zur Kathode wandert, ist im Ultrafiltrat 
eine fast gleichmaBige Wanderung nach der Anode und Kathode fest- 
zustellen. Das bedeutet, daB ein Teil des ultrafiltrablen Calciums 
(2 mg-%, sind ja ionisiert, also positiv geladen) eine negative Ladung 
tragen mu. (Als Nebenbefund sei erwaihnt, daB durch Schiitteln 
mit CaCO, sich am frisch verarbeiteten Ultrafiltrat keine Ausfallung 
von Ca erzielen lieB. Als jedoch das Ultrafiltrat 5 Tage im Eisschrank 
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vestanden hatte, war mit CaCQ, eine deutliche Ausfallung zu erzielen. 
Das erinnert an Greenwalds Versuche.) Nach den N-Bestimmungen 
im Serum und Ultrafiltrat sind wesentliche Mengen von Eiwei} nicht 
in das Ultrafiltrat iibergegangen. 

Nach diesen Versuchen bietet der Zustand des Calciums im Serum 
folgendes Bild. 

2 mg-°,, (etwa die mit dem CO;-Gehalt des Serums im Gleich- 
gewicht stehende Menge) sind echt ionisiert. Mit dem vorhandenen 
Phosphat kénnten nur 0,6 mg-°,, im Gleichgewicht stehen. Fraglich 
erscheint, ob das Phosphat des Serums in seiner Gesamtheit echt 
ionisiert ist: Es wandert bei der Dialyse von Serum gegen Kochsalz- 
lisung bei tieferem py mit dem Calcium (Corten, Winternitz). 

Etwa 3 mg-°,,, die ultrafiltrabel sind, sind jedenfalls nicht in iiber- 
sittigter Lésung vorhanden. Dann miibten sie ionisiert sein (Kohl- 
rausch, Mond und Netter). Im Ultrafiltrat sind nur etwa 2 mg-°, 
ionisiert [Freudenberg und Ottilie Budde. Methode Brinkmann und 
van Dam. Die Methode ergibt durch Ubersittigungserscheinungen 
stets zu hohe, nicht zu niedrige (Nitschke) Werte.| Diese 3 mg-°,, 
lassen sich im Gegensatz zu iibersattigter Ringerlésung nicht ausfrieren. 

Im elektrischen Felde wandert etwa die Halfte des ultrafiltrablen 
Calciums nach der Anode, mu3 also eine negative Ladung tragen. 
Diese Versuche sind in Analogie zu den Befunden Berhards und Beavers 
zu setzen, die bei der Elektrodialyse von Serum feststellten, daB das 
austretende Calcium nicht nur zur Kathode, sondern auch zur Anode 
wanderte. Die Annahme der negativ geladenen Calciumverbindung 
im Serum ist hiermit in direkter Methodik bewiesen. 

Der Rest des Serumcalciums, etwa 5 bis 6 mg-°,,, ist an Eiweif 
gebunden. Merkwiirdigerweise ergeben sich bei der Kompensations- 
dialyse etwas niedrigere Zahlen fiir den an Eiweif gebundenen Rest 
(etwa 3 mg-°,). Dieser Befund hat AnlaB gegeben, die Bindung des 
Calciums an das SerumeiweiB zum Teil als adsorptiv aufzufassen. 
Eine Bestitigung dieser Ansicht wurde darin erblickt, daB bei der 
Tetanie bei unveraindertem py und unveranderter Dialysierbarkeit 
des Serumcalciums (und unverindertem EiweiBgehalt!) eine starkere 
Bindung des Calciums an das Eiweif bei der Ultrafiltration nach- 
gewiesen wurde (Pinkus und Mitarbeiter, Shi-Liu, Hertz, eigene 
Versuche). 

Einige kurze Bemerkungen iiber die Bedeutung der Zustandsform 
fiir die Fragen der Verkalkung und der tetanischen Erkrankungen 
moégen folgen. 

GemaB seiner Auffassung des Prizipitationsvorganges durch Ca,(PO,), 
aus dem Serum stellt sich Kleinmann — in Entwicklung der Hojmeisterschen 


12* 
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Auschauungen folgenden Vorgang bei der Verkalkung vor. Durec! 
absterbendes Gewebe bildet sich ein Kristallisationskeim von Tricaleiun, 
orthophosphat. An dieses wiirde durch Austauschadsorption COF a 

gelagert und damit die Knochenerden gebildet. Die Hofmeistersche Theori: 
ist bereits in friiheren Veréffentlichungen eingehend behandelt worden 
Hier mag nur darauf aufmerksam gemacht werden, daB von Kramer und 
Mitarbeitern im verkalkten Knorpel nach Abzug des Calciumearbonats ei: 
erheblicher UberschuB von Ca iiber P gefunden wird. (Verhiltnis Ca/PO, 
im fertigen Knochen 1,99, in der Verkalkungszone 2,23!) Den gleichen 
Einwand erheben auch Gydérgy und Ullrich. Kramer selbst glaubt in An 
lehnung an die Auffassung der Howlandschen Schule, die ja eine echt 
Ausfallung im Sinne Hojmeisters annimmt, an eine Bildung von basischem 
Phosphat. (Quaternires Phosphat Rindell ?) 


Oben ist bereits dargestellt worden, in welchem Verhialtnis die 
Salze des Serums bei gleichbleibender CO,-Spannung als endgiiltiger 
Niederschlag ausfallen wiirden. In diesem Niederschlag befinden 
sich die drei Komponenten der Knochenerden in dem Verhaltnis: 
4 Ca /0.45 P'3.45C0,. Die normale Zusammensetzung der Knochen- 
erden betragt aber: 4 Ca|!2 P]1CO,. Mégen als Zwischenreaktionen 
auch alle erdenklichen Zusammensetzungen durchlaufen werden, 
so muBte sich die endgiiltige Zusammensetzung der Knochenerden, 
falls sie auf einer reinen Ausfillung beruht, der ersten Angabe annihern. 
Aus den oben aufgestellten Gleichungen ist ferner zu ersehen, dai 
eine vermehrte Ausfaillung von Phcsphat nur bei steigender Ht zu 
erreichen ist. Uberschligige Rechnungen (genaue sind wegen der 
Unkenntnis der CO,-Spannung bei steigender H+ nicht méglich) 
ergaben, daB unter den Ionenverhaltnissen des Serums eine Ausfillung 
der Knochenerden in der vorliegenden Zusammensetzung erst bei 
einem py von 6,5 bis 6,7 stattfinden wiirde. Wie wir aber wissen, bleibt 
in Serumlésungen mit einem py von 7,1 bereits die Verkalkung ein- 
gelegter Knorpelstiicke aus, die in Serum von normalem py ohne 
weiteres eintritt. Ferner ist daran zu erinnern, daB die Knochenerden 
eine auBerordentlich starke Phasenpufferung zeigen, und da Hwmmel in 
der wasserigen Aufschwemmung pulverisierter Knochen ein pq von 
etwa 7,5 bis 8,0 feststellte. Eine reine Ausfaillung ist danach wohl 
kaum moglich. 


Von Ullrich, der sich in eigehenden Studien mit dieser Frage in Be- 
ziehung zur Rachitis befaBte, wurde an vielen Modelluntersuchungen 
ebenfalls gezeigt, das eine einfache Ausfallung der Knochenerden nicht 
in Betracht kommt. Als Ursache der Phosphatvermehrung im Knochen 
ist, wie dies eingehend begriindet wird, die Wirkung der Knorpelphosphatase 
anzusehen. Daf das Uberwiegen der Phosphate die eigentliche Ursache 
der Kalkbindung ist, konnte er direkt nachweisen: Aus phosphatangerei- 
chertem Serum wird auch bei Gegenwart von Aminosiuren und CQ,, die 
sonst eine Kalkbindung zu verhindern vermégen, vom Knochen Kalk 
gebunden, vom Gehirn nicht. Beziiglich der Einzelheiten mu auf 
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Ullrichs Arbeit und die Zusammenfassung des Verfassers hingewiesen 
werden. 

Zur Frage der tetanischen Erkrankungen ist wichtig, daB die Befunde 
von Pinkus und Mitarbeitern mehrfach bestatigt wurden. Der Serumkalk 
ist bei diesen Erkrankungen nicht nur, wie dies bereits frither bekannt 
war, in seiner Gesamtheit vermindert, sondern es ist auch ein wesentlich 
geringerer Teil als in der Norm ultrafiltrabel (2,0 bis 2,8 mg-°, gegen etwa 
5 mg-°%). Der Kalk ist aber in derselben Weise dialysabel wie in normalem 
Serum. Dieser wichtige Unterschied hat, wie breits friiher dargetan, eine 
Bestaitigung der Annahme einer teilweise adsorptiven Bindung des Serum- 
caleitums an die Serumkolloide gebracht. Wenn auch, wie von Hertz aus 
der Freudenbergschen Klinik betont wird, ein absolutes Parallelgehen von 
Krampfen und der Erniedrigung des ultrafiltrablen Caleitums nicht nach- 
zuweisen ist, so muB doch gerade dieser Befund besonders hervorgehoben 
werden. Es scheint, als ob er ausschlieBlich bei den tetanischen  Er- 
krankungen zu erheben ist. Bei Heilung der Tetanie erfolgt iibrigens bei 
noch tiefliegenden Serum-Ca-Werten eine Riickkehr der Ultrafiltrabilitat 
gur Norm. Ein Beweis, da der Prozentgehalt an ultrafiltrablem Kalk von 
geringer Bedeutung ist, und nur die absolute Menge entscheidet. Diese 
vermehrte Bindung des Caleciums an die Serumkolloide bei der Tetanie ist 
nicht auf das Serum beschrankt. Auch die iibrigen Gewebe des Korpers 
miissen vermehrt Kalk an sich reiBen, wie aus der von Greenwald fest- 
gestellten vermehrten Retention von Calcium nach Parathyreoidektomie 
zu erschlieBen ist. LTonisationsunterschiede spielen dabei nur eine geringe 


Rolle. 


Interessant ist hierzu, daB Baar festgestellt hat, daB durch Gaben 
von Theophyllin die kindliche Spasmophilie zu unterdriiéken ist. Schon 
Freudenberg und Gyérgy haben nachgewiesen, daB ein Zusatz von Coftein 
zum Serum die dialysable Fraktion des Serumkalks steigert. Bei dem 
Unterschied zwischen Ultrafiltration und Dialyse war es notwendig, die 
Wirkung des Coffeins auf die Ultrafiltration zu untersuchen. Es ergaben 
sich die Befunde der Tabelle VI. 


Tabelle VI. 





Ca mg-°/9 im eiweif- 
freien Ultrafiltrat 


Pferdeserum (11,9 mg-°, Ca). . aor Teese Te 4.8 
” mit 1/,% Coff. natr. benz. versetzt .... . 6.8 
Menschenserum (10,2mg-% Ca) .......-+.4+.-. 5,0 
. mit 14% Coff. natr. benz. versetzt. . . . 7.1 
Rinderserum (11,8 mg-°, Ca). . : ease 53 
a mit !/,% Coff. natr. benz. versetzt 7,2 


Wahrscheinlich ist auch hier, daB das Coffein Adsorptionsbindungen 
list. Derartige Wirkungen, wie z. B. das Freisetzen adsorbierten Bili- 
rubins (Adler), sind ja gelaufig. 


Von Ullrich wird beziiglich der Genese der kindlichen Tetanie auf die 
Ubersteigerung der Phosphatase im rachitischen Knochen hingewiesen. 
Nach ihm setzt die kindliche Tetanie als iiberstiirzte Heilung der Rachitis 
ein. Es wird durch die frisch einsetzende Wirkung der Phosphatase, die 
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ja in rachitischem Knorpel vermehrt vorhanden ist, eine Vermehrung cd: 

Phosphats im Serum erreicht; diese fiithrt dann weiterhin zur Entionisatio 

von Ca und damit zu den tetanischen Erscheinungen. So bestechend un 

einleuchtend diese Erklarung der Hyperphosphatéimie bei der Tetanie ist 
so gentigt die Hyperphosphatimie allein jedoch nicht, um die Tetanie zi; 
erkliren. Wir kennen erhebliche Phosphatvermehrungen im Serum, di 

ohne tetanische Erscheinungen einhergehen (Nephrose und chronisch: 
Nephritis). Die geringe Steigerung der H* bei diesen beiden Erkrankungen 
reicht bei weitem nicht aus, eine vermehrte Lonisation von Ca gegeniibe: 
dem PhosphatiiberschuB8 zu erreichen (siehe auch oben: Bemerkung iibe: 
den Zustand des POF im Serum). 

Man kommt nicht umhin, ein besonderes humorales Moment in de: 
Entstehung der Tetanie anzunehmen. Den Erscheinungen: Verminderuny 
des ultrafiltrablen Kalks, Retention von Calcium, wird am meisten die 
Adsorptionstheorie der tetanischen Erkrankungen gerecht. Sie hat als 
Voraussetzung eine negativ geladene adsorbierbare Calciumverbindung im 
Serum, deren Bestehen insbesondere durch die Wanderungsversuche im 
elektrischen Felde nachgewiesen ist. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


1. Das Calcium des Serumultrafiltrats wird durch Ausfrieren 
(Unterschreiten des eutektischen Punktes) nicht ausgefallt. 

2. Das Calcium des Serumultrafiltrats wird durch Schiitteln 
mit Ca,(PO,). unter Vermeidung von CO,-Verlusten zum gréBten 
Teile als CaCO, niedergeschlagen. Es fallt aber mehr CO, aus, als 
den stéchiometrischen Fallungsverhaltnissen entspricht (CaCO, hat 
keinen ausfillenden EinfluB). 

3. Das Calcium des Serumultrafiltrats wandert im elektrischen 
Felde nicht nur zur Kathode, sondern auch zur Anode; in_ iiber- 
sittigter Ringerlésung wandert das Calcium, wie es seiner Lonenladung 
entspricht, zur Kathode. Es ist also eine negativ geladene Ca- 
Verbindung im Serum vorhanden. 


4. Die Ausfallung von Serumkalk durch BaSO, und anderes 
gelingt, wie dies schon friiher angegeben, nur mit frisch gefalltem 
Material. 

5. Durch Coffeinzusatz wird die Ultrafiltrierbarkeit des Scrumkalks 
bis um 40°, gesteigert. 

6. Nach den einwandfreien elektrometrischen Feststellungen von 
Corten sind im Serum nur etwa 2 mg-°,, Ca echt ionisiert. 
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Uber die Wirkung von Infusen aus Réstprodukten von Cerealien 
auf die Gerinnung und Verdaulichkeit der Milch. 


Von 
E. Heide und E, Sehilf. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Gelegentlich von Versuchen an Wochnerinnen — es wurde fest- 
gestellt, da nach KaffeegenuB Coffein in die Milch der Wéchnerin 
iibergeht (1) — Aauerte eine Woéchnerin, daB ihr die Milch auf die 
Dauer widerstehe, und da sie dieselbe lieber trinke und vor allem 
besser vertrage, wenn die Milch mit Kaffee vermischt wird. Die Milch 
liege ihr dann nicht so schwer im Magen. Und zwar pflegt sie die Milch 
mit einem Aufgu von Malzkaffee zu verdiinnen. Hiermit steht im 
Zusammenhang, das Sportsleute ungern nach dem Wettkampf Milch 
trinken, da sie im Magen ein unangenehmes Gefiihl von Druck und 
Schwere erzeuge. 

Diese Tatsachen und weiter die uns interessierende Feststellung 
liber den Histamingehalt von Kaffee- oder Malzkaffeeinfusen (2) 
veranlaSten uns, einige Untersuchungen tiber die Gerinnung und Ver- 
daulichkeit der Milch im Magen auszufiihren, wenn sie gleichzeitig 
mit einem AufguB aus Malzkaffee gemischt ist. Aus Vergleichsgriinden 
wurde eine Mischung aus Infus von Bohnenkaffee und Milch untersucht 
und als Kontrollversuch eine Mischung von Milch mit Wasser. 


Methode. 


Wir fiihrten die Versuche an miannlichen Ratten durch. Vor dem 
Versuch hungerten die Tiere 24 Stunden; Wasser wurde ihnen gereicht. 
Alsdann wurde ihnen in leichter Athernarkose mit einer Sonde 5 cem der 
zu untersuchenden Fliissigkeit Milch eingefl6Bt. 1 cem hiervon ist abzu- 
ziehen, da diese Menge in der Sonde verbleibt. Die Tiere wurden in den 
Kafig zuriickgetan, erwachten sehr bald aus der Narkose; sie zeigten sich 
durch den Eingriff unbeeinfluBt. Nach 20 Minuten wurden sie durch Schlag 
auf den Kopf getétet. Der Magen wurde herausgenommen, er war gut 
gefiillt. Er wurde aufgeschnitten, der Inhalt in eine Schale entleert. Die 
mehr oder weniger grofen Milechgerinnsel wurden durch Waschen mit 
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\lkohol vom Magenschleim befreit und auf schwarzes Papier in Alkohol 
ixiert. 

Wir fiihrten durch die Magensonde folgende Mischungen ein: 

1. Rohe, unabgekochte Kuhmilch, mit Wasser zu gleichen Teilen gemischt. 
2. Kuhmilch und Infus von Bohnenkaffee (Kaffeeinfus hergestellt aus 50 g¢ 
gemahlenem Bohnenkaffee mit 750 cem Wasser zu gleichen Teilen). 

3. Kuhmileh und Infus von Malzkafftee (Malzkaffeeinfus hergestellt aus 10 ¢ 

Malzkatfee mit 500 ccm Wasser)}?. 
Den Verdauungsversuch fiihrten wir folgendermaben aus: 
Ratte Nr. 1: 2,5cem Milch + 2,5 cem Wasser. 
2.5eem Milch und 2,5 cem Bohnenkaffee (hergestellt aus 50g 
Bohnen in 750cem Wasser aufgebriiht). 
3: 2,5cem Milch und 2,5cem Malzkaffee (hergestellt aus 10 ¢ 
K6érnern in 500cem Wasser, 3 Minuten gekocht). 

Nach Ablauf 1 Stunde wurden die Tiere getétet, die Magen heraus- 
genommen, aufgeschnitten, der Inhalt in Alkohol gespritzt, ‘abfiltriert, 
getrocknet und der gesamte Filterinhalt in 1°(iger Natriumfluoridlésung 
suspendiert und geschiittelt. Dabei lést sich das Casem, wahrend die sich 
in den Magen vorfindenden Haare und Sagespiéine (vom Kaftig herrithrend) 
ungelést bleiben. Es wird zentrifugiert, abgegossen, der Riickstand aus- 
gewaschen und das Casein mit Magnesiumsulfat in Substanz gefallt. Nach 
dem Absetzen wird wiederum zentrifugiert, das Casein mit Wasser ge- 
waschen und auf quantitative Filter gebracht, bei 60° getrocknet bis zur 
Gewichtskonstanz. Ein leeres Filter wurde zur Gewichtskontrolle ebenso 
behandelt. Nach Abzug des Filtergewichts ergeben sich die Werte fiir noch 
nicht verdaute Caseinmengen. 


bo 





Abb. 1. Abb. 2. 


1 Die Infuse wurde aus ,,Kathreiners Malzkaffee** hergestellt, der aus 
dem Handel bezogen wurde. 
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Versuchsergebnisse. 

1. Aus Abb. 1, die Nr. I der Methode (Milch/Wassergemisch, 
entspricht, ist ersichtlich, daB die Milch in groBen zusammenhangende; 
Klumpen geronnen ist. 

2. In Abb. 2 (Milch-Kaffeegemisch, entspricht Nr. Il der Methodik 
sieht man, daB die Milchgerinnsel feiner verteilt sind. 





Abb. 3. 


3. In der Abb.3 (Malzkaffee-Milechgemisch, entspricht Nr. LI 
der Methodik) sieht man deutlich, daB die Milch in feinen Gerinnseln 
geronnen ist. 

Die Werte des Verdauungsversuchs waren fiir 1. 195 mg, 2. 194 mg, 
3. 58 mg. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus unseren Versuchen geht hervor, daB ein Milchwassergemisch 
am grébsten ausflockt. Gemische mit Milch und Bohnenkaffee flocken 
etwas feiner aus, wahrend ein Gemisch mit Malzkaffee in sehr feiner 
Verteilung gerinnt. Mit dem letzten Resultat stimmen die Verdauungs- 
versuche tiberein, nach denen das Milcheiweifi der Mischung mit Malz- 
kaffee am schnellsten verdaut wurde. 


Es ist nicht ohne weiteres zu erkliren, warum die Milchgemische 
mit Kaffee bzw. Malzkaffee so erhebliche Unterschiede in der GréBe 
der geronnenen EiweiBklumpen zeigen. Hingegen ist der Unterschied 
in der Verdaulichkeit leichter zu erklaren. Wir fassen diesen als Folge 
der Verschiedenheit in der GréBe der einzelnen EiweiBflocken auf, 


un 
dai 
na 
als 


ze1 


Ur 
zw 
die 
ha 
fii 
un 
un 


Si 
1¢ 
de 








Ch 


lik 


a 


‘In 


ch 
en 
er 


S- 


he 


“cd 
re 


~ 


if. 





Wirkung von Infusen usw. auf Gerinnung u. Verdaulichkeit der Milch. 193 


da man wohl annehmen kann, daf fein verteiltes EiweiB infolge der 
gréBeren Oberflache schneller der magenverdauenden Wirkung des 
eiweiB-spaltenden Ferments unterworfen sein wird als grobklumpiges 
Eiweib. 

Was die GréSenunterschiede der Milchgerinnsel von Milchkaffee 
und Milchmalzkaffee anbetrifft, so haben Aschenheim und Stern (3) 
darauf hingewiesen, daB ,,die reinen Milchwassermischungen, auch 
nach der iiblichen Sterilisation, eine bedeutend konsistentere Gerinnung 
als die Milchmehlabkochungen und die Milchschleimmischungen 
zeigen‘. Es ist aber nicht anzunehmen, da nach dieser Richtung 
zwischen Milchkaffee- und Milchmalzkaffeewirkungen wesentliche 
Unterschiede vorhanden sind. Wir vermuten, daB der Unterschied 
zwischen dem Milchgemisch von Kaffee wnd Malzkaffee mit Bezug auf 
die GréBe der Gerinnsel mit dem Gerbsduregehalt des Kaffees zusammen- 
hdéngt. Letzterer enthalt 6°, Gerbsaure (4), wahrend dieser Faktor 
fiir Malzkaffee fortfallt!. Der EinfluB von Gerbsiure auf Gerinnung 
und Verdaulichkeit der Milch ist, soweit uns bekannt, bisher nicht 
untersucht. 


Aus den Caseinbestimmungen im Verdauungsversuch ergibt sich 
eine um mehr als dreima’ so scynelle Verdawung der Milch durch den 
Malzkaffeezusatz. Wie weit dieser Unterschied, wie oben schon erwihnt, 
mit dem Unterschied in der GréBe der Flocken zusammenhangt, wird 
noch von weiteren Untersuchungen abhaingen. Es ist méglich, dab 
Kaffee- und Malzkaffeeinfuse eine verschiedene magensaftantreibende 
Wirkung besitzen. Ob diese auf einem verschiedenen Gehalt an histamin- 
ihnlichen Stoffen beruht, kénnen wir zurzeit noch nicht sagen. 
Versuche dariiber sind im Gange. Im allgemeinen miissen wir aber 
sagen, daB Histamin vom Magen aus eine geringe magensafttreibende 
Wirkung besitzt (2). Nicht unwichtig fiir das Problem dirfte weiter 
die Tatsache sein, daB die Gerste, bevor sie geréstet wird, zum Keimen 
gebracht wird, was beim Kaffee nicht der Fall ist. Es ist méglich, 
daB die Réstprodukte, auf die es bei der Milchgerinnung und Ver- 
dauung ankommen wird, beim Kaffee und Malzkaffee verschieden 
sind. Naheres hieriiber ist uns nicht bekannt, diirfte aber einer Be- 
arbeitung wert sein. Von Brauer (5) wird mitgeteilt, da Malzkaffee 
deshalb besser als Gerstenkaffee vertragen wird, weil ersterer bei 
niedriger Temperatur geréstet wird. 


1 Wir haben einige Gerbstoffbestimmungen im Malzkaffee angestellt 
(Methode von A. Reichard, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 27, 229, 1904. 
Siehe auch J. Dekker, Die Gerbstoffe, Berlin, Gebr. Borntraeger, S. 430, 
1913). Wir fanden Spuren darin und werden in einer spateren Arbeit 
darauf zuriickkommen. 
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Dem Malzkaffee ist demnach fiir die Milchverdauung eine zweifac), 
Bedeutung zuzuerkennen: 

l. Ist er ein Geschmackskorrigens fiir Menschen, denen dic Mile! 
auf die Dauer widersteht und bei welchen Bohnenkaffee als Zusatz zi) 


Milch nicht zu empfehlen ist, vor allem bei Wéchnerinnen und Kinder, 


(siehe die Arbeit Schilf und Wohinz). 
2. Ist er besser als Bohnenkaffee imstande, die Verdaulichkeit de: 
Milch zu _ begiinstigen. 


Zusammenfassung. 


Bei Milchgemischen (mit Wasser, Kaffee und Malzkaffee) zeigt: 
das Malzkaffeemilehgemisch die bei weitem feinste Hiweifflockung 
Letztere wird am schnellsten verdaut. 


Literatur. 


1) Schilf und Wohinz, Arch. f. Gyn. 184, 201, 1928. 2) Feldberg und 
Schilf, Histamin und histaminahnliche Kérper. Berlin. Julius Springer, 
1929. — 3) EH. Aschenheim und G. Stern, diese Zeitschr. 102, 98, 1920. 

4) A. Jolles, Uber Kaffee, Die Nahrungs- und GenuBmittel und ihre Be- 
deutung. S. 218, Leipzig und Wien, Fr. Deutike, 1926. 5) K. Brauer, 
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Uber die Rolle 
reduzierender Kolloide bei der Blutzuckerbestimmung. 


Von 


Sz. Donhoffer und M. Mittag-Donhoffer. 


(Aus der medizinischen Klinik der Konig]. ungar. Elisabeth-Universitat 
zu Pées.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1929.) 


Im enteiweiBten Plasma werden bei den iiblichen Reduktions- 
verfahren auBer Glucose noch andere Stoffe, so Harnsaiure, Kreatinin, 
Glucuronsaure, Glucosamin usw. mitbestimmt. | Die dadurch verur- 
sachte Reduktion wird Restreduktion genannt und betragt nach den 
ziemlich iibereinstimmenden Mitteilungen verschiedener Autoren 
zwischen 0 bis 30 mg-°,, Glucose. Nach unseren Untersuchungen 
ist sie im allgemeinen kleiner als 20 mg-°,. Es ist bekannt, da ver- 
schiedene zur Zuckerbestimmung verwandte Reduktionsverfahren 
im Blute bzw. im Serum oder Plasma keine streng tibereinstimmende 
Werte ergeben. So sind die Resultate der Methode von Hagedorn- 
Jensen im Serum oder Plasma bestindig niedriger als die mit dem 
Bang-Ernstschen Verfahren gewonnenen, obwohl bei wiasserigen 
Zuckerlésungen beide streng iibereinstimmende Werte liefern. Die 
Differenz ist oft so betrichtlich, daB& eine Erklairung derselben mit 
den oben genannten, die Restreduktion verursachenden Stoffen un- 
moglich erscheint. 

Unter dem Zuckergehalt des Plasmas versteht man den Reduktions- 
wert des eiweibfreien Filtrats. Dieser Wert ergibt nach Abrechnung 
der Restreduktion nach der allgemeinen Auffassung den gesamten 
Zucker des Plasmas. Dies ist gleichbedeutend mit der Annahme, dab 
der gesamte Zucker im Plasma in kristalloider Form gelést sei. 
Crefeld, Rusznyak, Bierry und Condorelli nehmen neben diesem so- 
genannten freien Zucker noch einen an EiweiB gebundenen Zucker 
an. Experimentell stiitzt sich diese Auffassung einesteils auf Ultra- 
filtrationsversuche, anderenteils auf die Tatsache, daB im Plasma 
und Serum nach vorangehender Sdurehydrolyse erhdhte Reduktions- 
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werte gefunden werden. Es tauchen auch immer von neuem Versuche 
auf, die das Bestehen einer Reaktionsform der Glucose als wahr 
scheinlich bezeichnen, ohne aber den Beweis dafiir zu liefern. A\|, 
diese Umstinde konnten bei unserer Fragestellung von Bedeutung 
sein und waren daher zu beachten. 


Eine im Plasma und HiihnereiweiB vorhandene Verbindung mit 
Zucker vermochten wir in vitro tibereinstimmend mit Quagliariello 
nicht nachzuweisen. Die zugefiigten Glucosemengen waren so mit 
der Hagedornschen wie mit der Bangschen Methodik quantitatiy 
nachweisbar. Dieses Resultat ist gegen die Annahme eines ,,gebundene: 
Zuckers‘‘ nicht verwertbar, aber es beweist, daB der EiweiBniederschlag 
keine Glucose adsorbiert. Daf aber entgegen der Annahme von 
Pringsheim und Winter beim Zusammenbringen von Zucker mit Blut- 
proteinen und anderen Eiwei&kérpern keine Kondensate entstehen, 
haben Newberg und Simon bewiesen. 


Methodik. 


Zu samtlichen Reagenzien wurden Kahlbaumsche ,,zur Analyse‘- 
Priparate verwendet. Die Salzlésung wurde mit ,,KCl nach Bang-Kahl- 
baum‘ hergestellt. Das Bangverfahren wurde in der Ernstschen Modifikation 
angewandt. Die hydrolysierten Bestimmungen, ,,ahnlich Condorelli- Bang‘, 
wurden in der von uns beschriebenen Modifikation ausgefiihrt mit der 
Abanderung, daB zu den in 3 cem Salzlésung aufgefangenen Proben 0,1 ccm 
n HCl gegeben wurde, dementsprechend wurde nach der Erhitzung mit 
0,lcem n NaOH neutralisiert. Die Proben verweilten durch 10 Minuten 
im Trockensterilisator bei 115°C. Der prinzipielle Unterschied gegeniiber 
der Condorellischen Methode ist, daB wir nicht bei 1 Atm. Uberdruck und 
bei geringerer Saéurekonzentration erhitzen. Der Zweck war nicht die 
Spaltung, sondern die energischere Fallung. 


Die Tabelle I zeigt, wie betriachtlich die Differenzen im Serum, 
Plasma und Hihnereiwei8 unter den zwei Verfahren sind. Die Ursache 
dieser Differenz muf8ten wir in der EnteiweiBung suchen. Diese ist 
nimlich die einzige prinzipiell verschiedene Phase. AuBerdem kommt 
gerade diese wisserigen Dextroselésungen gegeniiber nicht in Betracht. 
Sowohl die Fallung mit kolloidalem Zn(OH), als auch die mit KCI- 
Uranylacetat ist eine vollstandige. Auf den ersten Blick scheint also 
auch hier kein Unterschied zu bestehen. Wir miissen aber im Auge 
behalten, da8 wir die Enteiwei8ung mit etwas Ubertreibung Ent- 
kolloidalisierung nennen kénnten. Einesteils kann das Fallungsmittel 
auBer EiweiB noch andere Kolloide fallen, anderenteils und haupt- 
sichlich kann das ausfallende Eiwei8 Stoffe mit sich reiBen, die dem 
Fallungsmittel allein gegeniiber unempfindlich sind. 


Den Gedanken folgend, daB die Differenz der Methoden Hagedorn- 
Jensen und Bang im Plasma, Serum und HiihnereiweiB auf Fallungs- 
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Tabelle I. 
Nr. Diagnose Material enneenstemaen — 
mgs"/o mgs" 0 
99  Uleus ventric. Sten. pylori | Citratplasma 121 161 
103 Hyperaciditas a 100 125 
110 _— Hihnereiweib 69 128 
120 _ ‘ 75 119 
148 Na Citratplasma 119 164 
149 Na jn 109 145 
164 Paralysis agitans Serum 146 193 
165 Encephalitis epid. ‘ 136 193 
166 Na . 116 175 
170 Uleus ventric. * 105 187 
172 Dyspepsia nervosa Citratplasma 69 93 
194 Hydrocephalus is 106 340 
196 Na : 100 293 
198  Ptosis et antonia ventric. “ 86 340 
199 Diabetes Serum 316 414 
200 Pleuritis exsud. Me 90 250 
2038 Gastritis chron. ‘ 77 102 
204 Lues ‘ 76 128 
205 Diabetes x 259 302 
207 Diabetes, hypertonia = 236 286 
209 Tumor abdom. Citratplasma 59 175 
210 Uleus duod. e 81 114 
211 Na Serum 66 121 
216 Diabetes Citratplasma 152 229 
218 Cholelithiasis . 85 107 
221 Tbe. hilorum Fluoridplasma 70 121 
225 Hypertonia Serum 132 182 
227 Endocarditis Oxalatplasma 78 129 
228 Diabetes, Hypertonia : 118 156 
229 Diabetes a 255 323 
231 Sine morbo Serum 87 130 
232 Struma nodosa ‘ 90 114 
Tabelle 11. 
Glucose in mg-°/o 
Nr. Fall Hagedorn- — 1 yo | Bang- Onan 
Jensen Beng slbiseet | Condorelli AD ad 
| 
217 D. J., Serum — 150 | 168 111 100 
218 B.J., Citratplasma 69 107 | ~~ 157 85 75 
220 | B. N., a 72 114 | 140 103 107 
221 M.L., Fluoridplasma 70 121 125 96 93 
226 | iB. F., ‘ 69 160 160 125 118 
227. G. N., Oxalatplasma 78 129 139 105 95 
222 | B. F., Fluoridplasma - 125 207 100 90 
223 = =6.0,1 % ige Glucose 101 107 105 110 105 
255 Eiwei$lésung 102 218 220 160 157 
256 . 98 247 -~ 143 - 
272 Kaninchen, 202 403 393 237 229 


Citratplasma 
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unterschieden beruhe, suchten wir in unseren Versuchen die Differeny 
zwischen den Bestimmungen zu beeinflussen, und zwar einerseit; 
durch Verdiinnung des Fallungsmittels, andererseits durch Saur 
und Hitzewirkung. Wir bestimmten daher im Plasma, Serum und 
Hiihnereiwei8 den Reduktionswert 1. nach Hagedorn-Jensen, 2. nach 
Bang, 3. nach Bang mit verdiinnter Salzlésung (Salzlésung +- aa dest. 
Wasser), 4. hydrolysiert nach Bang-Condorelli, 5. mit verdiinnte: 
Salzlésung hydrolysiert nach Bang-Condorelli. 

Wie ersichtlich, ist bei einer groBen Anzahl der Fille der Reduktions- 
wert bei dem Gebrauch einer verdiinnten Salzlésung héher als bei 
der Anwendung einer konzentrierten. Doch ist dies nicht immer der 
Fall, oft beeinfluBt die Verwendung einer verdiinnten Salzlésung 
den Reduktionswert nicht. Die Erhéhung der Reduktionswerte bei 
Verdiinnung der Salzlésung zeigt, daB ein Teil der die Differenz Bang 
—-Hagedorn-J ensen bedingenden Stoffe bei der Fallung mit konzentrierter 
Salzlésung ausgefallt wird. Da aber in einer betrachtlichen Zahl von 
Fallen die Verdiinnung des Fallungsmittels ohne EinfluB ist, ist es 
unwahrscheinlich, daB die ganze Differenz auf einer unvollstandigen 
Fallung des EiweiBes beruhe. Jedenfalls handelt es sich in diesen Fallen 
um eine Substanz, deren Fallbarkeit vom tibrigen EiweiB diiferent 
ist. Wenn dies nicht der Fall ware und der Unterschied Bang—Hagedorn- 
Jensen nur auf einer unvollstandigen EnteiweiBung bei dem ersteren 
Verfahren beruhte, so miiBte mit der Verdiinnung des Fallungsmittels 
in jedem Falle eine Erhéhung der Reduktionswerte erzielt werden. 
Beim Erklaren der Falle, wo eine Erhéhung durch den Gebrauch von 
verdiinnter Salzlésung eintrat, scheint uns wahrscheinlicher, daB die 
Dispersitat und die Adsorptionsverhaltnisse dieses Stoffes nicht immer 
die gleichen sind und so ein Teil derselben durch eine konzentrierte 
Léisung gefallt werden kann. 

Das zweite auffallende Resultat dieser Versuche war das Verhalten 
der hydrolysierten Proben. Die Reduktionswerte dieser waren stets 
niedriger als die der nicht hydrolysierten Bestimmungen nach Bang, 
doch meistens etwas héher als die Hagedorn-Jensen-Werte, manchmal 
stimmen sie mit den letzteren auch iiberein. Die Ursache dieser Er- 
scheinung kann zweierlei sein: 1. ein groBer Teil der Differenz Bang 
—Hagedorn-Jensen bedingender Stoffe verliert wahrend der Hydrolyse 
die Reduktionsfahigkeit; 2. unter Hitze und Saureeinwirkung werden 
diese Stoffe gefallt. Die erste Méglichkeit kommt nicht in Betracht, 
denn hydrolysiert man auf dieselbe Weise das eiweibfreie Filtrat, 
so tritt keine Verminderung des Reduktionswertes ein. Bei diesen 
, hydrolysierten* Bestimmungen (eine eigentliche hydrolytische 
Spaltung des EiweiBes erfolgt dabei nicht) ist die Verwendung von 
verdiinnter Salzlésung ohne EinfluB. 
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Auf Grund dieser Versuche ]aBt sich die Differenz Bang —Hagedorn- 
Jensen in zwei Teile teilen. Den einen Teil (Bang— Bang hydr.) ver- 
ursachen Stoffe, die wahrend der beschriebenen Hydrolyse ausfallen, 
den anderen Teil (Bang hydr.—Hagedorn-Jensen) bedingen Stoffe, 
die auch dabei in Lésung bleiben. Letzterer Teil der Differenz ist 
in einzelnen Fallen gleich Null. 

Auf Grund dieser Versuche ist es nun wahrscheinlich, dab die 
Differenz Bang—Hagedorn-Jensen von Kolloiden herriihrt. Zur Ent- 
scheidung dieser Frage stellten wir Ultrafiltrationsversuche an. 


Tabelle I1l. 





Bang- 


. . : Bang 
, Reaktion auf Condorelli 
. : Versuchs- . 1. Hagedorn- '/, konz 
Nr. Fall material Sultosalicyl- Jensen |" 3, konz Salz- 
saure Salz- | 
lésung osung 
g 

nat sina | _Plasma —- 98 136 178 
249 Citratplasma | Ultrafiltrat Tribung 106 132 130 
l Hihnereiweib - 114 172 264 

258|| HahnereiweiBlésung {| UltraGitrat 1 | , Ste 120 157 164 

| Opaleszenz 

Rh Il EiweiBfrei 118 140 146 

O56 { Hihnereiweib — 98 147 243 
" ” \ Ultrafiltrat EiweiBfrei 100 107 110 
p . Plasma — 58 4) 110 

258 ; BE as . — 
ne Oieetginens | Ultrafiltrat | Opaleszenz 53 82 80 
62 Plasma ~- 72 86 125 
_— . | Ultrafiltrat | KiweiBfrei 72 72 75 
Unsere -—- auf hydrolysierten Bestimmungen basierte -— An- 


nahme, daB bei der Differenz Bang —Hagedorn-J ensen zweierlei Kolloide 
eine Rolle spielen, fand in den Ultrafiltrationsversuchen eine neue 
Stiitze. Benutzten wir ein aicht absolut eiweibdichtes -Ultrafilter, 
so verschwand im Filtrat nur die Differenz Bang— Bang-Condorelli, 
die Differenz Bang hydr.—Hagedorn-Jensen blieb — sofern eine solche 
im Plasma bestand — unverandert. Die Differenz Bang—Aang hydr. 
verursachen danach Stoffe, die selbst kein Filter passieren, das einen 
Bruchteil (unter 0,2°,) des EiweiBes durchlaBt (Versuch 249, 253, 
258 in Tabelle III). Diese Differenz verschwand nur in absolut eiweib- 
freien Filtraten, in einzelnen Fallen auch da nur im weiteren Verlauf 
der Ultrafiltration. In diesen Versuchen ergaben — sowie in Glucose- 
lésungen — alle drei Bestimmungen iibereinstimmende Resultate 
(Versuche 256, 262 in Tabelle ITI). 


Aus diesen Versuchen darf man wohl den SchluB ziehen, daf 
die Differenz Bang—Bang hydr. gréber disperse, die Differenz Bang 
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hydr.—-Hagedorn-Jensen feiner disperse Kolloide bedingen, letzter 
sind auch in auf Sulfosalicyl mit schwacher Triibung reagierenden 
Ultrafiltraten nachweisbar. 


Dialysationsversuche ergaben iibereinstimmend mit obigen Ver. 
suchen, daB diese Substanz nicht dialysierbar ist. Z.B. Versuch 207 
9cem Citratplasma werden gegen 5ccm physiol. NaCl dialysiert 
(Dialysierhiilsen von Schleicher-Schiill). 





Hagedorn-Jensen Bang hydrol. Bang 

mg+/o mge°/o mg+9/o 

Plasma in der Hiilse. . .... 148 168 221 
le ee a ee a 133 138 138 


Die Bestimmungen nach Hagedorn-Jensen ergeben im Plasma 
und im Ultrafiltrat genau iibereinstimmende, die Bestimmungen 
nach Bang dagegen im Ultrafiltrat immer kleinere Werte als im Plasma 
Die Differenz zwischen den Reduktionswerten bei der Methode Bang 
im Plasma und dessen Ultrafiltrat wurde von Rusznydk auf gebundenen 
Zucker zuriickgefiihrt. Die von uns gefundenen Werte stimmen mit 
den seinigen im grofen und ganzen gut tiberein, daB wir oft bedeutend 
héhere Werte fanden, ist zum Teil auch auf den Gebrauch einer halb- 
konzentrierten Salzlésung zuriickzufiihren. 


Trocknet man Plasma bei 37°C ein, so sind oben beschriebene 
reduzierende Kolloide, wenn man den Riickstand im urspriinglichen 
Volumen physiologischer Kochsalzlésung — selbst nach  einigen 
Wochen — wieder lést, in nahezu unveranderter Menge nachweisbar. 
Dies 14Bt wieder die oben einmal schon ausgesprochene Vermutung. 
daB es sich um von den PlasmaeiweiBkérpern in gewisser Hinsicht 
differente Stoffe handelt, wahrscheinlich erscheinen. 


Obwohl es unwahrscheinlich erschien, daB es sich um eine vergarbare 
Substanz handele, stellten wir doch Giirversuche an. Aus untenstehender 
Tabelle IV ist ersichtlich, daB die Substanz nicht vergarbar ist. 


Tabelle IV. 








Hagedorn-Jensen Bang-Condorelli Bang : 

Nr. Versuchsmaterial “vor der | nack der vor der | nach der || vor der | nach der 

nee ars ae Garung | Girung Garung | Garung || Girung | Garung 
252 | —Citratplasma 112 | 18 | 18 | 46 |} 200 | 112 
252a | : 109 18 136 50 160 80) 
254 | ~ 59 6 71 15 136 86 
254 a || - 37 6 47 20 71 40 
259 || HiihnereiweiGlésung 116 9 189 89 218 118 
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Auch durch Spaltung von Glykogen und Starke gelangt man 
nicht zu aihnlichen Stoffen. Andere Versuche zeigten, daB diese Stoffe 
bei der Glykolyse unverandert bleiben bzw. nie eine Abnahme, nicht 
selten eine Zunahme erfahren. 

Unsere tiber die Natur dieser Substanz ausgefiihrten Versuche 
konnten fiir die Kohlehydratnatur dieser Stoffe keinen Anhaltspunkt 
liefern, doch auf Grund der Versuche von Langstein, P. Mayer. 
F. Blumenthal, Bierry, Condorelli, Gruzewska, Brouceux u.a., die 
vom Plasmaeiweif Zucker abspalteten und die Zuckernatur der ab- 
gespaltenen reduzierenden Substanz durch die Osazonprobe erwiesen, 
kann man es nicht fiir unméglich erklaren, daB die Reduktionskraft 
oben beschriebener Kolloide von einer Kohlehydratkomponente 
herriihrt. Weitere Aufklirungen kann man vielleicht durch das Priifen 
des biologischen Verhaltens jener Stoffe erhoffen. 


Zusammenfassung. 

Die Methoden Bang und Hagedorn-Jensen ergeben im Plasma, 
im Serum und in Hiithnereiwei®lésungen keine  iibereinstimmende 
Werte. Die Differenz wird durch reduzierende, nicht vergirbare Stoffe 
von kolloidaler Natur verursacht, die mit kolloidalem Zn(OH), gefallt 
werden, dagegen bei der EnteiweiBung mit KCl-Uranylacetat zum 
Teil oder ganz in Lésung bleiben, durch Erhitzen aber auch bei diesen 
Verfahren gréBtenteils fallbar sind. 

Diese Substanz laBt sich in eine gréber und eine feiner disperse 
teilen; letztere fehlt manchmal. 

Der Methode von Hagedorn-Jensen ist bei Zuckerbestimmungen 
im Plasma, im Serum und in Hiihnereiweiblésungen unbedingt der 
Vorzug vor der Bangschen zuzusprechen. Ihre Resultate kénnen 
mit geringen Fehlern auf vergirbaren Zucker bezogen werden. 


Literatur. 

Condorelli, Presse Medicale 35; Policlinico soc. med. 1924. Bufano, 
Ber. ii. d. ges. Phys. 34. — Haan-Creveld, K. Z. B. 28. —— De Lucia, Ber. 
ii. d. ges. Phys. 23. Bierry, C. r. soe. biol. 1927. Quagliariello, Boll. 
d. soe. biol. 1926. Broceux-Grusewska, C. vr. de la soc. de biol. 1929. 
Donhoffer-Mittag, Deutsch. Arch. ft. klin. Med. 1929. Dieselben, Orvosi 
Hetilap 1929, Nr. 30. Pringsheim und Winter, Ber. 60, 278, 1927. 


Neuberg und Simon, B. 60, 817, 1927. 
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Uber die Wirkung 
des spektralzerlegten Lichtes auf sensibilisierte Lebewesen. 


(Photodynamische Studien. I.) 


Von 
M. Karschulin. 


{Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie (patho- 
logische Physiologie) und Pharmakologie der Universitat in Zagreb. | 


(Eingegangen am 19. Juli 1929.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


‘ 
Um, tiber den Mechanismus der Lichtwirkung auf Lebewesen, 
die mit Rose Bengale (s. H.». Tappeiner u.a.') sensibilisiert sind, 
AufschluB zu erhalten, fiihrte Verfasser dieser Studie Versuche an 
Paramaecien (Param. caud.) und Meerschweinchen aus. -— Es war 
vorerst notwendig, genauere Daten iiber die wirksame Wellenlinge 
des einwirkenden Lichts zu erhalten; es wurden zwar in dieser Richtung 
schon von Hertel? und von Metzner® Versuche angestellt, jedoch konnten 
diese Versuche tiber den zeitlichen Verlauf der photodynamischen 
Schidigung als Funktion der Wellenlinge nur wenig aussagen und 
gaben tiberhaupt kein iibersichtliches Bild dieser Erscheinungen. 
Ferner untersuchte ich die Wirkung des von dem Farbstoff Rose 
Bengale maximal absorbierten Lichts auf sensibilisierte Meerschweinchen, 
dabei der Uberlegung folgend, daB viele photochemische Reaktionen 
(wie z. B. Cl, + CCl, J. Plotnikov; Br, +- CCl,, Moser; Pinacyanol- 
ausbleichen, Predvoditeleff und Netschajeva;  Pflanzenwachstum, 
Koningsberger*) im monochromatischen Lichte einen ganz anderen 


1 H.v. Tappeiner, Erg. d. Physiol. 8, 698, 1909; Handb. d. biol. Arbeits- 
method. (Abderhalden) 4, Teil 7, H. 5,8. 1071, 1923; W. Hausmann, Grund- 
ziige der Lichtbiologie und Lichtpathologie. Wien 1923; L. Pincussen, 
Erg. d. Physiol. 19, 79, 1921. 

2 E. Hertel, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 5, 95, 1905. 

8 Metzner, diese Zeitschr. 148, 498, 1924. 

4 J. Plotnikov, Zeitschr. f. Physik 82, 942, 1925. 
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Verlauf zeigen (periodische Lichtreaktionen nach J. Plotnikor') als 
bei Belichtung mit spektral unzerlegtem Licht, was gerade bei der 
Kompliziertheit der Reaktionskomponenten auch bei den photo- 
dynamischen Erscheinungen zu erwarten war. 


Vorerst ging ich daran, das Absorptionsspektrum, d.h. die all- 
gemeine Lichtabsorption des Farbstoffes Rose Bengale (R. B.) auf- 
zunehmen. Der Grund, daB ich bei diesen Versuchen gerade R. B. 
gewihlt habe, ist der, da} das R. B. von relativ geringer Giftigkeit 
im Vergleich zu anderen sensibilisierenden Farbstoffen ist (/7. Pfeiffer®) 
und die Wirkung dieses Farbstoffs, der bekanntlich der Fluoresceinreihe 
angehért, als die eines Sauerstoffvermittlers bei der Bestrahlung an- 
genommen werden kann, wie C. Newberg? und K. Noack4 gezeigt haben. 


Die Absorptionskurven des R. B. photographierte ich mit, dem groben 
Quarzspektrographen der Firma <A. Hilger, London, auf Ilford Spezial- 
Rapidplatten®. Die Kurven auf Abb. 1 zeigen den Verlaut der Absorption 
des R. B. bei einer Konzentration von 0,1°, (Kurve [) und 0,01 °, (Kurve I). 
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Abb. 1. 


Wie ersichtlich, absorbiert die 0,1°,ige Farbstofflésung alles Licht 
von 615 wu angefangen, und es reicht diese Absorption tiber die kurz- 
welligen sichtbaren und alle ultravioletten Strahlen bis 200 yu, wobei mut 
bei etwa 380 uu eine kleine Durchlassigkeit angedeutet wird, die jedoch 
bei der zweiten Aufnahme (Kurve IL, 0,01°,ige Lésung R. B.) stark zum 


1 J. Plotnikov, Zeitschr. f. wiss. Photogr. 19, 22, 1919; Lehrb. d. allgem. 
Photochem. 1920, 8. 80. 

2 H. Pfeiffer, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 4, Teil 7, 
H. 5, S. 1083, 1923. 

3 C. Neuberg, diese Zeitschr. 61, 315, 1914. 

4 K. Noack, Zeitschr. f. Botanik 12, 273, 1920. 

5 Ich méchte hier Herrn Prof. Dr. J. Plotnikov fiir sei liebenswiirdiges 
Entgegenkommen, mir diesen Apparat und die neuen Lichtfilter von Schott 
u. Gen., Jena, zu meinen Messungen zur Verfiigung zu stellen, meinen 


besonderen Dank aussprechen. 
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Ausdruck gelangt. Man sieht also, da bei einer Konzentration von 0,01 ° 
des Farbstoffs, gelést in Wasser, zwei vollstandig getrennte Streifen de: 
allgemeinen Absorption vorhanden sind; meine Untersuchungen erstrecktet 
sich diesmal auf das sichtbare Gebiet der Absorption, das ein Maximun 
bei etwa 520 wu autweist. 

Zur Feststellung der photochemischen Absorption der mit R. B. 
sensibilisierten Paramaecien bediente ich mich des Gitterspektrometers de: 
Firma Fuess!; der Strahlengang ist aus Abb. 2 ersichtlich. 
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Abb. 2. 
L = Lichtquelle. 8,, S, S3 = Oberfl. plat. Spiegel. g = Reflexionsgitter, 125 Str. pro mm. 
Sp,, Spo = Spalt. P = Prisma. A = Kondensor. 0 = Objekt. M = Mikroskop. 


Das durch den Spalt Sp, austretende monochromatische Licht wird 
auf einen Tropfen der sensibilisierten Paramaecienkultur reflektiert und 
die Bewegung der Paramaecien durch ein Mikroskop beobachtet. Als Licht - 
quelle diente eine Kohlenbogenlampe, die bei 50 Volt Gleichstrom mit 
10 Amp. Stromstirke brannte. Die Zeit, gemessen vom Beginn der Be- 
lichtung bis zum Absterben, d.h. Unbeweglichwerden der Paramaecien, 


Photochemische Absorption 
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Abb, 3. 


' Uber das Justieren des Apparats siehe C. Leiss, Die optischen 
Instrumente. 
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liente als MaBs der photochemischen Empfindlichkeit. Die Messungen 
wurden im Intervallen von je 10 uu gemacht. 


Den Verlauf der photochemischen Absorption zeigen die Kurven Lund II 
auf Abb. 3. 


Bei stirkerer Konzentration des Farbstoffs (0,001 °,) sieht man, dal 
die Empfindlichkeit der Paramaecien bei 6150 4a beginnt, bei 520 uu ein 
Maximum erreicht, um bei 400 wu abzuklingen. Die Kurve IL stellt die 
Empfindlichkeit bei kleinerer Farbstoffkonzentration vor. Man sieht, dal 
der Anfang und das Maximum der Empfindlichkeit ahalich ist wie bei 
Kurve I; von 490 vu an verlauft jedoch die Kurve sinusférmig, d. h. wir 
haben eine mit den Wellenlangen veranderliche spektrale Emptindlichkeit 
bzw. photochemische Absorption. In diesem Falle (Kurve IL) beobachtete 
ich im Mikroskop, daB die Paramaecien mit fortschreitender Belichtungs- 
dauer den Farbstoff nach und nach immer stirker aufspeichern, ohne 
daB zu Anfang dieser Erscheinung ihre Beweglichkeit erheblich gelitten 
hatte, um sodann plétzlich abzusterben. Es scheint also zuerst der Farbstoff 
als Filter gegen die schadigenden Strahlen zu wirken, dann jedoch, bei 
geniigender Farbung der Paramaecien ihren plétzlichen Tod hervorzurufen, 
wobei jedoch noch nicht feststeht, ob die rapide Schadigung eine Folge 
der groBen Farbstoffkonzentvation in den Paramaecien ist, oder ob da noch 
andere Faktoren eine Rolle spielen. Versuche dariiber sind im Gange?. 
Ich méchte nur hervorheben, daB wir es auch hier mit ahnlichen periodischen 
Erscheinungen zu tun haben, wie schon oben erwiaihnt wurde. 


Ich untersuchte ferner die Wirkung des monochromatischen 
Lichts, das von R. ®. maximal ebsorbiert wird (etwa 52 jus) auf sensi- 
bilisierte Meerschweinchen. 


Zu diesem Zwecke bediente ich mich besonders konstruierter Holz- 
kasten, die mit Farbfiltern verschlossen werden kénnen und zugleich die 
Beobachtung der Tiere erméglichen (Abb. 4). Die Temperatur, die in den 
Kasten jeweils herrschte (20° C), wurde kontrolliert. Als Lichtquelie diente 
eine Kohlenbogenlampe, die bei 40 Volt Gleichstrom mit 25 Amp. brannte ; 
die Warmestrahlen (sowie auch die sichtbare Rotstrahlung) wurden durch 
geeignete Lichtfilter absorbiert. Den Tieren (mannlichen und weiblichen 
Meerschweinchen) wurde der Riicken mit Auripigmentpulver (Petersdor/s 
Depilatorium) enthaart, der Farbstoff R. B. in physiologischer Kochsalz- 
lésung injiziert (0,5 mg R. B. pro 100 g Gewicht des Tieres; die Tiere waren 


1 Diese interessante Erscheinung der Adsorption des Farbstoffs an 
Paramaecien liBbt vermuten, daB durch die Bestrahlung eine Anderung von 
Oberflachenkraften stattfindet; um dies festzustellen, sind Versuche im 
Gange. Neben der adsorptiven Komponente in bezug auf Steigerung der 
photokatalytischen Wirkung ist auch die Anordnung der Molekiile in der 
Grenzschicht in Betracht zu ziehen, wie wir durch die Langmuir-Harkinson- 
schen Untersuchungen unterrichtet sind. Dadurch wird uns auch der 
optimale Effekt bei emer bestimmten Konzentration des Photokatalysators 
(S. H. v. Tappeiner) leicht verstandlich, wie man solche Wirkung auch an 
unbelichteten Systemen (z. B. Cholinwirkung auf den Darm, nach Unter- 
suchungen von Storm van Leeuwen u. a.) bei optimalen (niedrigen) Kon- 
zentrationen vortindet. 
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etwa 400 ¢ schwer, es wurde besonders darauf geachtet, nur gleichschwe; 
Tiere zu den Versuchen zu verwenden). Nach zweistiindigem Aufentha 
im Dunkeln wurden die Tiere im Abstand von J m von der Lichtque 





Abb. 4 
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2 Stunden lang belichtet. Abb. 5 zeigt den Verlauf der Temperaturkurven 
wahrend und nach der Belichtung (vgl. auch H. Pferffer*). 


Man sieht, da®B die durch ein Filter G. G. 11 von Schott & Gen., Jena?®, 
belichteten Tiere starker geschadigt wurden als diejenigen, die dem weiben 
Licht ausgesetzt waren, obzwar dabei die Intensitat der griinen Strahlung 
nur 80°, des unzerlegten Lichts ausmachte. 

Abb. 6 zeigt ferner den Temperaturverlauf der Tiere, bei denen nur 
eine begrenzte Flaiche (3¢m im Durchmesser) der Haut sensibilisiert und 
belichtet wurde; die Tiere befanden sich in engen GlasgefaBen, die zur 
Fixierung der Tiere dienten; zwecks Kontrolle wurden auch an gefesselten 
Tieren Versuche gemacht, wobei ich aber keinen wesentlichen Unterschied 
der Wirkung beobachten konnte. 
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Abb. 6. 


Wir sehen auch hier die starkere Wirkung des monochromatischen 
Lichtes, der Charakter der Kurven ist jedoch ein ganz anderer als bei den 
Versuchen auf Abb. 5, also bei vollstandiger Belichtung. Weitere Versuche 
in dieser Richtung werden vorgenommen. 


Zusammenfassung, 


1. Es wurde die photochemische Absorption mit Rose Bengale 
sensibilisierter Paramaecien (Param. caud.) untersucht. Bei kleinen 
Farbstoffkonzentrationen (0,0001 °.,) wurden periodische Schwankungen 
der spektralen Empfindlichkeit beobachtet. Bei starkerer Konzentration 


1 H. Pfeiffer, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 4, Teil 7, 
H. 5, 8. 1083, 1923. 

2 Filter G. G. 11, kombiniert mit einem CuSO,-Filter, sind im Bereich 
von 520 wu durchlassig. 
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(0,001 °,) ist der Typus der Kurven ahnlich, wie der von J. Plotnik: 
und M. Karschulin! bei photochemischen Reaktionen gefundene. 

2. Die Wirkung des monochromatischen Lichts (520 yu) ai 
sensibilisierte (R.B.) Meerschweinchen wird im Vergleich mit cd 
Wirkung des unzerlegten Lichts untersucht. Es wurde gefunde: 
daB das monochromatische Licht intensivere Schadigung hervorruft 
obgleich es von schwicherer Intensitit (80°, des weiben Lichts) wai 

3. Von der Art und Weise der Belichtung (Lokalisation der ein 
wirkenden Lichtenergie auf eine begrenzte Hautflache) hangt der 
Verlauf der photodynamischen Schiadigung ab. 


1 J. Plotnikov und M. Karschulin, Zeitschr. f. Physik 36, 277, 1926; 
88, 502, 1926; Zeitschr. f. Elektrochem. 338, 212, 1927. 
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Bemerkung zu der Arbeit von G. Boehm: 
»Notiz iiber analoge Wirkung von Natriumborfluorid 
und Natriumperchlorat auf den Skelettmuskel. 


Von 
Mariano Messini. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der K. Universitat Padua.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1929.) 


In der Interpretierung seiner Versuche iiber analoge Wirkung von 
Natriumborfluorid und WNatriumperchlorat auf Froschsartorius stellt 
Boehm' einige Betrachtungen an, die uns veranlassen, die mit Na BF, kon- 
statierten Tatsachen dem BF,-Ion unmittelbar zuzuschreiben. Der 
Wirkungsmechanismus des Anions BF, wie auch des ClO, wird von dem 
Verfasser spiter ver6ffentlicht werden. Ich meine, daB dieser Mechanismus, 
was das NaClO, anlangt, schon durch meine Versuche? geniigend klar 
dargelegt ist. In meinen Versuchen untersuchte ich die Wirkung des 
Natriumperchlorats an ganzen Froschbeinen und am isolierten Gastroc- 
nemius und sah, wie diese Wirkung von den K’- Ca”- und Mg”-Ionen be- 
einfluBt wurde. Es scheint logisch, daB die modernen Auffassungen iiber 
die Funktion des Kaliumions bei dem Muskelkontraktionsphinomen, die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Natrium- und des Kalium- 
perchlorats, der Charakter der Perchloratkontraktionen, die Schnelligkeit, 
mit welcher unter dem EinfluB von kleinen KCl-Dosen diese Kontraktionen 
verschwinden, der Vergleich mit dem Antagonismus zwischen Veratrin 
und Kalium, und endlich die allgemeine pharmakologische Wirkung des Per- 
chlorats im Vergleich mit den anderen Chlorsauerstoffverbindungen (Salze)*® 
Faktoren seien, die in der Interpretierung der Perchloratwirkung auf den 
Skelettmuskel die Bedeutung der physikalisch-chemischen Veranderungen, 
welche das Kalium in dem Gewebsinnern bei Gegenwart des Perchlorat- 
anions erleiden mu8, stark hervortreten lassen. Ich betrachtete deswegen 
das Perchlorat als ein solches Reagenz, das fahig ist, die Aktivitdt des 
K’-Ions im Protoplasma zu vermindern. Ich bestatigte diese Versuche 
durch andere mit glatten Muskeln (Meerschweinchen- und Katzenuterus ; 


1 G. Boehm, diese Zeitschr. 209, 489—491, 1929. 
2 M. Messini, Boll. della soc. ital. di biol. sper 4, 185 bis 188, Februar 
1929; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 141, 307 bis 328, 1929. 
3’ L. Sabbatani, Arch. por le scienze modiche 51, 301 bis 314, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 213. 14 
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unterer Teil der Katzenésophagus; Froschmagen)!. Boehm, der die Ver- 
é6ffentlichungen meiner Versuche nicht las (sie erschienen in der Tat zuerst 
italienisch), spricht nun von einer analogen Wirkung zwischen NaCl 0, und 
NaBF, auf Skelettmuskeln. Dies ist ein interessanter Befund, der sic] 
auf meine Auffassung stiitzt, da, wenn wir die chemischen Eigenschaften 
der zwei Salze betrachten, wir nicht nur eine vdéllige Analogie zwischen 
ihnen sehen*, sondern noch genauer feststellen, daB das NaBF, leicht 
léslich* ist und K BF, nur sehr wenig (100 Teile kaltes Wasser lésen 0,42 Teil 
Salz4). Wir kénnten annehmen, daB das NaBF, ein Reagenz sei, das auf 
das Kalium in den Muskeln eine analoge Wirkung ausiibe wie das NaCl 0,, 
und so ware die Analogie der pharmakologischen Wirkung der zwei Salze 
erklart. Doch wie schon gesagt®, wenn Substanzen, die Kalium ausfallen, 
verschieden sind, so kénnen die von Kaliumplatinchlorid, Kaliumsilico- 
fluorid, primaérem Kaliumtartrat verursachten Erscheinungen doch in 
biologischen Versuchen wegen der Toxizitaét des Pt-, des SiF,-Ions, nicht 
benutzt werden. Boehm bemerkt sehr richtig in seer Arbeit, daB das 
NaBF, zu Einspritzungen in Tierkérper nicht dienen kénnte, da es zu 
einer Fluorvergiftung fithren kann. So diirfte das NaClQ, als die einzige 
brauchbare Substanz iibrigbleiben, um die Wirkung der Kaliumionen- 
entziehung in biologischen Versuchen ohne Stérung zu studieren. 


1 M. Messini, Archives internat. de pharmaco-dyn. et de thér. Im 
Druck. 

2 E. Wilke-Dérfurt und G. Balz, Zeitschr. f. anorg. Chem. 159, 197 bis 
225, 1927. 

3’ PR. Abegg, Handb. d: anorg. Chem. 8, Abt. 1, 20 bis 23, 1906. 

4 F. Stolba, Chem. Centralbl. 1872, 111, 395 bis 400. 

5 Siehe FuBnote 2 auf S. 209. 
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Das Verhalten der Glykoseoxydase gegeniiber Dialyse, 
HCN, CO und Methylenblau. 


Von 


D. Miller. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat Kopen- 
hagen.) 


(Eingegangen am 22, Juli 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einem friiheren Aufsatz (1) habe ich nachgewiesen, daB PreBsaft 
und Alkohol-Atherfallungen vom PreSsaft aus Aspergillus niger und 
Penicillium glaucum:ein Enzym, Glykoseoxrydase, enthalten, das mit 
atmospharischem Sauerstoff eine Oxydation von Glykose zu Glykon- 
siure katalysiert. Die Darstellung der Glykoseoxydasepriparate 
ist in (1) besprochen worden, die Abhangigkeit der Glykoseoxydase 
von der Temperatur, py usw. in (2). Im folgenden soll iiber neue Unter- 
suchungen der Glykoseoxydase berichtet werden. 


Methodik. 


Alle Versuche sind mit Alkohol-Atherfallungen des PreSsaftes 
aus Aspergillus niger ausgefiihrt. Die Sauerstoffabsorption wurde 
mit Kroghs Mikrorespirationsapparat ([Viiller (1)] bestimmt. Die 
Mischung von Enzymlésung und Glykose wurde auf Filtrierpapier 
in den Rezipienten des Apparats angebracht. Der Glykosezusatz 
geschah, wo nichts anderes angegeben ist, gleich vor den Versuchen. 
Bei jedem Versuch wurde eine Reihe von Bestimmungen je 10 Minuten 
ausgefithit. Wie friiher erwahnt [Miiller (2)] nimmt die Sauerstoff- 
absorption nach Glykosezusatz standig ab, ein Umstand, der spaterhin 
erklart werden soll. Die Resultate sind in den in 10 Minuten absorbierten 
Kubikmillimeter Sauerstoff angegeben. 

Die Versuche iiber die Einwirkung von Methylenblau wurden 
in evakuierten Thunbergréhren und mit der von Thunberg (3) be- 
schriebenen Methodik ausgefiihit. 
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1. Dialyseversuche. 


Als Dialysemembranen wurden Kollodiumkiappchen verwendet 
(innerer Diameter 7mm, Volumen etwa 5ccm), nach Sérensen (4 
dargestellt. Die Dialysemembranen waren der Glykose leicht durch 
dringlich (bei 6° dialysierten 80 mg Glykose in 4ccm Wasser ge 
lést im Verlauf einer Nacht vollstandig aus). Die Enzymlésungen 
wurden gegen strémendes, destilliertes Wasser bei 6° dialysiert. Dic 
AuSenflissigkeit wurde etwa 50mal in 24 Stunden erneuert. Da dic 
Enzymloésungen anfangs viel Wasser aufsogen, wurden die Dialyse- 
membranen mit je 2cem 20° ,iger Enzymlésung nur halb gefiillt 
Wahrend der Dialyse wurde das Volumen ungefihr verdoppelt. Alle 
Versuche sind auf 1 cem 10° ,iger Enzymliésung umgerechnet. 


Tabelle I. 
Das Verhalten der Glykoseoxydase bei Dialyse und Zusatz von Kochsaft. 
(Dialyse bei 6°, die Versuche in Kroghs Mikrorespirationsapparat bei 25° 
ausgefiihrt.) 





A. B. C. 


Wie A, aber 


i Sa stoff: i in ¢ 7) H 
Minuten auerstoffaufnahme in emm pr nach Dialyse, 





noch | 20, Min. in 1 com 2otlelges, | Wie A. abez ohne Zusate von | ceterdeas | com 
Anfang des nach Zusatz von 0: & Glykose pt se 
Versuchs 4. ts Shee ae 
Ohne Dialyse | Dialyse | Ohne Dialyse Dialyse Dialyse 
Dialyse im 24Std. | in 48 Std. Dialyse in 24 Std. in 48 Std. in 48 Std. 
| 
20 14); 80 31 0 0 63 
30 134 96 80 31 0 0 60 
40 134 90 80 25 0 0 60 
50 26] «128 90 75 22 0 0 —_ 
60 111 80 72 21 _ 0 _ 
| Ohne Dialyse Dialyse | Ohne Dialyse _Dialyse Dialyse 
|| Dialyse | in 24 Std. | in 96 Std.|| Dialyse | in 24 Std. in 96 Std. in 96 Std. 
20 173 139 140 30 | 0 0 140 
30 173 135 140 30 | O 0 140 
40 173 181 | 185 30 | O 0 136 
50 165 181 | 180 ae 0 129 
60 159 118 | 124 | 2 | 0 0 126 


Wie die Tabelle I iiber Dialyseversuche zeigt, kann die Glykose- 
oxydase nicht dialysieren. Es geht ferner aus dieser Tabelle hervor, 
daB die friiher beschriebene Sauerstoffabsorption ohne Glykosezusatz 
nach 24 Stunden Dialyse verschwindet. Dies deutet darauf hin, dab 
sie, wie schon friiher vermutet [Miiller (1), S. 153], dadurch verursacht 
ist, daB die Praparate Spuren von Kohlehydraten enthalten, die 
bei der Dialyse verschwinden. 

Es kann kein Coenzym herausdialysiert werden. Tabelle I zeigt, 
da8 Zusatz von Kochsaft die Sauerstoffabsorption nicht steigert (Koch- 
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saft wurde gleich vor den Versuchen hergestellt durch 10 Minuten 
lange Erwarmung von 10 g trockengepreStem Mycelium von 48 Stunden 
altem Aspergillus niger mit 20 g Wasser auf Wasserbad von 90°. Danach 
Abkiihlung und Filtrierung). 


2. Die Haltbarkeit der Glykoseoxydase in Lésungen. 


Wie schon erwahnt, und durch die Kurven Abb. | illustriert [auch 
Miiller (2), 8.123], nimmt die Sauerstoffabsorption pro 10 Minuten 
schnell ab nach Zusatz von Glykose zu einer Lésung von einem Glykose- 
oxydasepraparat. Es wurde angenommen [J/iiller (2)], daB diese Ab- 
nahme der Sauerstoffabsorption von einer schnellen Destruktion der 
Glykoseoxydase verursacht sei. Es hat sich jedoch erwiesen, dab dies 
nicht der Fall ist; im Gegenteil, die Glykoseoxydase ist in Lésung 
iiberaus bestandig. ‘ 


Tabelle II veranschaulicht das Verhalten der Glykoseoxydase, 
wenn man sie 24 Stunden in Lésung stehen 148t. Versuche 1 und 8 
sind Kontrollversuche und zeigen fiir jede der zwei Versuchsreihen, 
wie groB die Sauerstoffabsorption gleich nach dem Ausriihrer und 
Glykosezusatz ist. 


Es geht aus der Tabelle IJ hervor, da die schnelle Abr ahme 
der Glykoseoxydasewirkung hauptsachlich von der Saurebildung 
herriihrt. pg fallt schnell zu py = 3 [Miiller (2)], und diese Wasserstoff- 
ionenkonzentration macht die Glykoseoxydase unwirksam, ohne sie 
jedoch zu destruieren. So zeigt Versuch 11, daB die Glykoseoxydase 
in einer Lésung, die 24 Stunden lang gestanden hat, beinahe voll- 
kommen unwirksam ist; wie aus Versuch 13 hervorgeht, ist aber 
die Glykoseoxydase nicht verschwunden, denn Zusatz von CaCO, 
bringt reichliche Sauerstoffabsorption hervor. Noch gréBer ist die 
Sauerstoffabsorption nach Verlauf von 24 Stunden, wenn, wie in Ver- 
such 12, schon gleich vom Anfang ab etwas CaCO, hinzugefiigt wurde. 
DaB Saure als solche die Glykoseoxydase nicht vollstandig zerstért, 
zeigen die Versuche7 und 17, wo in einer Glykoseoxydaselisung, 
die mit Zitronensaure bis py = 3,08 angesduert war, nach 24 Stunden 
noch ein Teil der Glykoseoxydase vorhanden war. Endlich zeigen 
die Versuche 3 und 10, da Glykonationen nur in geringem Grade 
die Glykoseoxydasewirkung hemmen, und Versuch 5 zeigt, daB Zusatz 
von Kochsaft (Darstellung, siehe oben unter Dialyseversuche) nicht 
die Glykoseoxydasewirkung steigert. Wir kénnen also feststellen, 
da8 der Grund zu der schnellen Abnahme der Sauerstoffabsorption 
in einer Glykoseoxydaselésung mit Glykose namentlich durch Saure- 
bildung verursacht wird, in geringem Grade auch von Glykonationen, 
dagegen nicht dadurch, daB die Glykoseoxydase destruiert wird. 
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3. Die Wirkung von Blausdure auf Glykoseoxydase. 

Die Versuche wurden mit Kroghs Mikrorespirationsapparat aus- 
gefiihrt (s. oben). Die Respirations- und Kompensationsbehalter ent- 
hielten kein KOH. Die HCN-Lésung wurde tiglich gleich vor den 
Versuchen dargestellt durch Neutralisierung von m/100 KCN mit 
nHCl, nachher wurde die Lésung verdiinnt. Bei den Versuchen 
wurde immer 0,1 g Enzympraparat mit lcem 15 °,iger Glykoselésung 
samt leem Wasser oder 1 cem HON-Lisung ausgeriihrt. Die bei 
den Versuchen angegebene HCN-Konzentration ist die durch diese 
Verdiinnung erhaltene. 

Die Sauerstoffabsorption in Kubikmillimeter pro 10 Minuten 
ist in einer Kurve dargestellt, und von dem von der Kurve und der 
Abszissenachse gebildeten Areal isé der zur Glykoseoxydation absorbierte 
Sauerstoff berechnet. Wie ich friiher erwiesen habe, - absorbieren 
Glykoseoxydaselésungen Sauerstoff sowohl mit als ohne Glykosezusatz 
[ Miiller (1)], im letzteren Falle ist aber das absorbierte Sauerstoff- 
quantum viel geringer. AuBerdem scheiden die Lésungen CO, aus, 
dessen Menge vom Glykosezusatz unabhangig ist. CO,/O, ist oft 

-und jedenfalls war es so fiir das hier benutzte Praparat — etwa 1, 
falls nicht Glykose hinzugefiigt wurde. Wenn man daher in Kroghs 
Mikrorespirationsapparat den entstandenen CQO, nicht absorbiert, 
kann die vom Glykosezusatz bewirkte Mehrabsorption von Sauerstoff 
durch die Druckinderungen im Apparat bestimmt werden. 

Die Zuckerbestimmungen vor bzw. nach den Versuchen wurden 
nach Bertrands Methode ausgefiihrt. Die fiir die Bestimmungen vor 
den Versuchen verwendete Mischung hatte dieselbe Zusammensetzung 
wie die zu den eigentlichen Versuchen verwendete Mischung. 


Tabelle IIIT. Versuche mit HCN (vgl. Abb. 1). 





Glykoseabnahme in 3 Std. in Die gefundene , Die der Glykoseabnahme 
einer Lésung von 0,1 g Enzym- Sauerstoff- entsprechende Sauer- 
Nr. priparat von Aspergillus niger absorption in der- | stoffabsorption, wenn 
in 1 cem 15 °/9iger Glykose und selben Lisung in | Glykose zu Glykonsiure 
lecem Wasser oder HCN 3 Std. | oxydiert wird 
1 Ohne HCN 534mg | 3000 emm 3325 emm 
2 arr 466, | 2000 , 3020 , 
3 In nj|100 HCN 45,8 , 2440 , 2850 , 
4 , 0100 , 452 , 2520 , 2830 , 
5 5 a... =: oe s 2080, 2350 , 
6 » n/20 » Ee « 1840 , 2650 , 
7 » 0/2 je 870, 930 
. » n/2 >. ee 900 , 950 , 


Die Resultate der HCN-Versuche ersieht man aus der Kurve 
Abb. 1 und Tabelle III. Die Kolonne rechts zeigt, daB die gefundene 
Sauerstoffabsorption der aus der Zuckerabnahme berechneten so gut 
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entspricht, wie es die Fehler der Mikromethoden gestatten (theoretisch 
fordert 1 Millimol Glykose 180 mg, bei Oxydation zu Glykonsiur 
11200 cmm Sauerstoff). Aus den Versuchen geht hervor, dap dix 
Wirkung der Glykoseoxydase erst in n/2 HCN zur Hailfte herabgesetzi 
wird. Bei n/100 und n/20 HEN ist die Sauerstoffaufnahme nur wenig 
herabgesetzt. 
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Minuten nach dem Verrihren des Enzyms in der Flissigheit 
Abb. 1. 
Einwirkung von HCN auf Glykoseoxydase (vgl. Tabelle I1J). Die Kurven zeigen den Verlauf. 
Fiir alle Versuche wurde verwendet 0,1 g Enzym + 1 cem 15°/giger Glykose. Fiir Versuch 1 
und 2 auferdem 1 cem Wasser, fiir Versuch 3 bis 5 1 cem n/50 HCN, fiir Versuch 6 1 ecm 
n/l0 HCN und fiir Versuch 7 und 8 leem n HCN. 


4. Die Wirkung von CO auf Glykoseoxydase. 

Methodik: Die Versuche wurden vermittelst Kroghs Mikro. 
respirationsapparat ausgefiihrt. Gleich bevor das Filtrierpapier mit 
der Enzymlésung auf seinen Platz in den Rezipienten angebracht 
wurde, wurde derselbe mit seiner Mischung von etwa 19°, 0, und 
70 bis 75°, CO gefiillt. 

Die Resultate der Versuche sind in Tabelle [IV zusammengestellt 
und zeigen, daB CO in Konzentrationen von 70 bis 75 %, CO die Glykose- 
oxydase nicht hemmt. 


' 


Tabelle IV. 
Der EinfluB von CO auf die Glykoseoxydase. Versuche 1 und 2 ohne CO, 
Versuch 3 mit 74,5% CO und 19% O,, Versuch 4 mit 19,4% O, und 70,5 °%% 
CO. In jedem Versuch wurde 0,1 g Glykoseoxydasepraparat und 1 ccm 
15%iger Glykoselésung verwendet. Temperatur 25°. 








Minuten 


O,-Absorption in cmm pro 10 Min. 
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—— : en — tinh hcreeecermetteecaaeee 
a: -T os | os | a0 345 
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70 212 —- 212 -— 
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5. Methylenblauversuche mit Glykoseoxydase 


nach dem Thunbergschen Verfahren sind in Tabelle V zusammen- 
gestellt. 

Frische Lésungen von Glykoseoxydasepraparaten reduzieren 
Methylenblau. 1 ccm 1 °.iger Lésung reduziert 0,2 cem Methylenblau- 
lésung (1: 5000) in 5 bis 10 Minuten. Glykose und Fructose hemmen 
eher als daB sie die Reduktion von Methylenblau beschleunigen. Man 
darf somit schlieBen, daB Glykoseoxydase keine Glykosedehydrase ist. 
Oder wenn Glykoseoxydase doch primar Glykose dehydriert, dann 
nicht Methylenblau, sondern nur Sauerstoff als Wasserstoffakzeptor 
fungieren kann. Aber dann méchte ich auch den Namen Glykose- 
oxydase als berechtigt ansehen. 


Das Reduktionsvermégen verschwindet, wenn die Lésungen 
von Glykoseoxydasepraparaten bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
lang stehen. 

Theoretisches. 

Die Glykoseoxydase katalysiert die Oxydation von Glykose zu 
Glykonsaure. Die Katalyse wird in Blausdurekonzentrationen unter n/10U 
praktisch nicht gehemmt, Kohlenoxyd ist gleichfalls ohne hemmende 
Wirkung. Es diirfte deshalb die Behauptung bereehtigt sein, dab 
die Wirkung der Glykoseozydase keine Schwermetallkatalyse sein 
kann. Bekanntlich meint Warburg (5), daB die Hauptzahl der Oxy- 
dationen in den Organismen durch Schwermetall katalysiert wird. 
Warburg (6) hat allerdings selbst nachgewiesen, daB die Respiration 
der Griinalge, Chlorella, erst in n/l10 HCN kennbar herabgesetzt wird. 
AuBerdem haben Dixon und Thurlow (7) gefunden, daB die Oxydation 
des Hypoxanthins vermittelst Xanthinoxydase in n/60 HCN fast 
nicht gehemmt wird. Warburg (8) wendet dagegen ein: ,,Wenn die 
Oxydation von Hypoxanthin durch Blausdure nicht gehemmt wird, 
so liegt hier ein System vor, das kein Respirationssystem ist.“ Nun 
ist aber die Glykoseoxrydase zweifellos ein Atmungsenzym; auf Glykose- 
substrat wird zunichst die Glykose von Aspergillus niger fast voll- 
stiindig in Glykonsiure tibergefiihrt [Bernhauer (9)|. Da es sich aber 
herausstellt, daB die Glykoseoxydase nicht durch HCN gehemmt 
wird, wird dies ein neues Indizium gegen die Gemeingiiltigkeit der 
Hypothese Warburgs, jede Katalyse von Oxydationen bei Atmung 
sei eine Schwermetallkatalyse. Da Kohlenoxyd auf Glykoseoxydase 
ebenfalls nicht einwirkt, sehe ich nicht, daB Warburg véllig recht hat, 
wenn er schreibt (I. c.): ,.Durch die Kohlenoxydversuche ist die Schwer- 
metalltheorie der Atmung bewiesen‘‘, und weiter unten auf derselben 
Seite: ,,Endlich ist ... zu schlieBen, daB das Atmungsferment eine 
Eisenpyrrolverbindung ist‘. 
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Weil ferner die Wirkung der Glykoseoxydase durch HCN nicht 
gehemmt wird, kann eine intermediaére Bildung von Wasserstoff- 
superoxyd und nachfolgende Spaltung durch Katalase nicht stattfinden. 

Wir kénnen somit resiimieren: Das Atmungsenzym Glykose- 
oxydase betiatigt sich so eigentiimlich, daB sein Verhalten nicht in 
Ubereinstimmung zu bringen ist, weder mit der Hypothese Warburgs. 
die Atmung sei eine Schwermetallkatalyse und das Atmungsenzym 
eine Eisenpyrrolverbindung, noch mit Wielands Hypothese. 


Zusammenfassung. 

Glykoseoxydase katalysiert eine Oxydation von Glykose zu 
Glykonsaiure. Die Glykcseoxydase ist nicht dialysierbar. Kochsaft 
enthalt kein Coenzym, das auf Glykoseoxydase einwirkt. Nach 
24 Stunden Dialyse wird die Sauerstoffaufnahme ohne Glykosezusatz 
gleich Null. 

Die Wirkung der Glykoseoxydase in einer Glykoselésung nimmt 
schnell ab. Daran ist hauptsachlich schuld, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration gréBer wird, bis zu einem gewissen Grade zugleich die 
Hemmung durch Glykonat-ionen, nicht dagegen die Labilitat der 
Glykoseoxydase. 

Glykoseoxydase wird in Blausaurekonzentrationen erst wesentlich 
gehemmt, wenn sie gréBer als n/100 sind. Glykoseoxydase wird von 
Kohlenoxyd nicht gehemmt. 

In Gegenwart von Glykose wird bei Sauerstoffabschlu8 Methylen- 
blau nicht schneller reduziert als in glykosefreier Lésung. 


Literatur. 


1) D. Miiller, diese Zeitschr. 199, 136, 1928. —- 2) Derselbe, eben- 
daselbst 205, 111, 1929. — 3) 7. Thunberg in Oppenheimer und Pincussen: 
Die Methodik der Fermente 1928, 8.1118; Skand. Arch. Phys. 35, 163, 
1918. — 4) S. P. L. Sérensen, Medd. Carlsberglaboratoriet, Kebenhavn, 
12, 28, 1915. — 5) O. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der 
lebendigen Substanz. Berlin, Jul. Springer, 1928. — 6) Derselbe, diese 
Zeitschr. 100, 267, 1919. — 7) Dixon und Thurlow, Biochem. Journ. 19, 
672, 1925. — 8) O. Warburg, diese Zeitschr. 168, 252, 1925. — 9) K. Bern- 
hauer, ebendaselbst 197, 309, 1928. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber den Gehalt von Frischhefe 
und daraus hergestellter Trockenhefe an Vitamin B. 


Von 
Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1929.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Frage, ob durch die iiblichen Trocknungs- und anderen 
Reinigungsverfahren, die angewendet werden, um aus frischer Bierhefe 
Trockenfutterhefe oder fiir den menschlichen GenuB bestimmte Nahr- 
hefen herzustellen, eine Verminderung des Vitamin-B-Gehalts bewirkt 
wird, wird haufig aufgeworfen. Es ist deshalb von etwas weiter- 
gehendem Interesse, Untersuchungsergebnisse hieriiber bekanntzu- 
geben. Wir haben bereits vor einigen Jahren! an einer Brauereihefe, 
die in unserem Institut bei den Vitaminversuchen zur Deckung des 
Vitamin-B-Bedarfs verwendet wird, gezeigt, daB eine Herabsetzung 
des Vitamin-B-Gehalts, der versuchsmaBig deutlich nachweisbar war, 
nicht eintritt. Es bot sich Gelegenheit, solche Untersuchungen an 
einer anderen Hefe, und zwar der von der Brauerei zum Bergbrau, 
Firth, hergestellten, vorzunehmen. Uber diese soll hier kurz berichtet 
werden. Zur Untersuchung kamen die Frischhefe, die uns wéchentlich 
geliefert wurde, die durch einfache Trocknung daraus_hergestellte 
Trockenfutterhefe und eine durch besondere Reinigungsverfahren 
gewonnene pharmazeutische Trockenhefe. 


Die Priifung erfolgte an Ratten auf den wachstumsférdernden 
Faktor des Vitamins B und an Tauben auf antineuritischen Faktor 
des Vitamins B. 


1 Chem. d. Zelle u. Gewebe 18, H. 1, 79, Juni 1926. 
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222 A. Scheunert u. M. Schieblich: 


I. Priifung auf wachstumsfirdernden Faktor. 


Junge, wachsende Ratten im Gewicht von etwa 45 bis 55 g wurden 
in Einzelkafigen so lange bei vitamin-B-freier Nahrung gehalten, bis 
Wachstumsstillstand und die anderen Erscheinungen des Vitamin-}. 
Mangels eingetreten waren. Alsdann erhielten sie verschieden ge- 
staffelte Zulagen der zu untersuchenden Hefeproben. Die Frischhefe 
wurde wéchentlich frisch bezogen. Die zu verabreichenden Mengen 
aller Hefearten wurden stets auf gleiche Mengen Trockensubstanz 
bezogen, zu deren Ermittlung jeweils Trockensubstanzbestimmunge: 
ausgefiihrt wurden. 


a) Vergleich von Frischhefe mit Trockenhefe. 


Als Zulage fiir vitamin-B-verarmte Ratten wurden an je drei 
Tiere Hefemengen verabreicht, die 0,1, 0,2 und 0,3 g Trockensubstanz 
entsprachen. Kurventafel 1 bringt die Wachstumskurven, die hierbei 
bei den Ratten erzielt wurden. Die Betrachtung ergibt, daB erkennbare 
Unterschiede im Wachstum derjenigen Tiere, welche Frischhefe oder 
Trockenhefe als Zulage erhielten, nicht bestanden. Hieraus ist zu 
schlieBen, daB durch den Trocknungsvorgang eine Verminderung des 
Vitamin-B-Gehalts nicht erfolgt ist. 


b) Vergleich von Trockenfutterhefe und gereinigter pharmazeutischer 
T'rockenhefe. 

Der Versuch wurde in gleicher Weise, aber diesmal an je vier 
Ratten durchgefiihrt und wiederum Hefemengen, die 0,1, 0,2 und 0,3 g 
Trockensubstanz entsprachen, verabreicht. Kurventafel 2 gibt die 
Wacbstumskurven an. Auch hier ist in ihrem Verlauf kein ent- 
scheidender Unterschied zwischen den beiden Hefepraparaten zu finden. 
Bei der geringsten, 0,1 g Trockenhefe entsprechenden Zulage hat eher 
die pharmazeutische Trockenhefe ein ganz klein wenig besser ab- 
geschnitten. Aus allem ist zu schlieBen, daB ein Unterschied im Vitamin- 
B-Gehalt zwischen der Trockenfutterhefe und der pharmazeutischen 
Trockenhefe nicht besteht. Der Vitamin-B-Gehalt hat also durch 
das Herstellungsverfahren keine EinbuBe erlitten. 


II. Priifung auf antineuritischen Faktor. 


Die Untersuchung wurde an Tauben durchgefiihrt, die, auf 
alleiniger Reisnahrung gehalten, nach kurzer Zeit an den Erscheinungen 
der Gefliigelberiberi erkranken. Die Symptome, die sich dabei be- 
merkbar machen, sind Gewichts- und Temperaturabfall. Durch Zugabe 
der den antineuritischen Faktor des Vitamins B enthaltenden Hefe 
vom ersten Versuchstage an wird versucht, diese Erscheinungen hintan- 
zuhalten. 
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224 A. Scheunert u. M. Schieblich: 


a) Vergleich von Frischhefe mit Trockenhefe. 


Die Ergebnisse sind in Kurventafel 3 zusammengefaBt. Mengen, 
die einem Trockensubstanzgehalt von 0,1 g entsprachen, geniigten 
bei Tauben nicht. Bei der Verwendung von Frischhefe in Mengen, 
die einem Trockensubstanzgehalt von 0,15 bzw. 0,2 g entsprachen, 
gelang es dann, die Tauben Nr. 63 und 24 sowohl auf ihrem Kérper- 
gewicht als auch bei normaler Kérpertemperatur zu halten. Bei Trocken. 
hefe erwiesen sich ebenfalls 0,15 bzw. 0,2 g als ausreichend. Da hierbei 
zunachst ein kleiner Gewichtsriickgang eintrat, dann aber das Kérper- 
gewicht konstant blieb, kann man vielleicht annehmen, da8 die Trocken. 
hefe ein ganz klein wenig unterlegen war. Im ibrigen bestand aber 
beziiglich des Verlaufs und Verhaltens der Temperatur- und Gewichts- 
kurven kein entscheidender Unterschied zwischen den iibrigen Hefe- 
sorten. 
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Gehalt von Frischhefe usw. an Vitamin B. 


b) Vergleich der Trockenhefe mit pharmazeutischer Trockenhefe. 


Auch hier gelang es, mit 0,15 bzw. 0,2 g Trockensubstanz der 
beiden Hefepriparate, die taglich den Tieren zugegeben wurden, die 
Temperatur und, nach einem gewissen Gewichtsriickgang, auch das 
Kérpergewicht zu erhalten. Gewichts- und Temperaturkurven verhielten 
sich bei beiden Priparaten gleich. Ein Unterschied im Vitamingehalt 
der Trockenfutterhefe und der pharmazeutischen Trockenhefe bestand 
somit nicht. Es ist hieraus zu schlieBen, daB weder durch die Trocknung 
noch durch die anderen Verfahren, welchen die pharmazeutische 
Trockenhefe zu ihrer Herstellung unterworfen worden war, eine praktisch 
merkbare Beeinflussung des Gehalts an antineuritischem Faktor hervor- 
gerufen wird. 

Zusammenfassung. 

Vergleichende Untersuchungen iiber den Vitamingehalt von 
Brauereifrischhefe mit der daraus hergestellten Trockenfutterhefe und 
pharmazeutischen Trockenhefe ergaben, da’ eine Herabsetzung des 
Vitamingehalts durch die Trocknungs- und Herstellungsverfahren 
nicht erfolgt war. 


” 


Biochemische Zeitschrift Band 213. 








Beitrige zur Frage der sog. Refektion. 


I. Mitteilung: 
Methodisches zum Vitamin-B-Nachweis. 


Von 


Arthur Scheunert, Martin Schieblich und Johannes Rodenkirchen, 
(Aus dem Veterinir-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1929.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Noch zu einer Zeit, als die Vitamine noch nicht entdeckt waren, 
machten Osborne und Mendel (1) die Beobachtung, daB oftensichtlich 
unterwertige Rationen dann besseres Wachstum bei jungen Ratten 
hervorriefen, wenn jJiese ihre Fazes fressen konnten. Spiter hat diese 
Beobachtung eine ganz besondere Bedeutung beim Nachweis des 
Vitamins B im Rattenversuch gewonnen. Steenbock, Sell und Nelson (2) 
haben als erste darauf hingewiesen, daB infolge der Coprophagie 
Vitamin B, das in den Fazes enthalten ist, von den Tieren erneut auf- 
genommen wird, so da dadurch ein héherer Vitamin-B-Gehalt vor- 
gelegter Substanzen vorgetiuscht werden kénnte, als er tatsachlich 
vorhanden ist. Diese Autoren empfehlen infolgedessen, beim Vitamin-B- 
Versuch die Ratten nicht auf Sagespinen, sondern auf Drahtnetzen, 
die ein Durchfallen des Kotes erméglichen, zu halten. In der Folgezeit 
haben sich die verschiedensten Autoren mit diesen Fragen beschaftigt. 
Smith, Cowgill und Croll (3), Kennedy und Palmer (4), Dutcher und 
Francis (5) und andere brachten Versuche fiir die Wirkung des Kot- 
fressens bei, und es wurde auch schon der Meinung Ausdruck gegeben, 
da8 Bakterien als Vitamin-B-Bildner hierbei eine Rolle spielen kénnten. 
Es fehlte aber andererseits nicht an Stimmen, die gegenteiliger Meinung 
waren. McCollum, Simmonds und Becker (6) bezeichneten den EinfluB 
der Coprophagie als unwahrscheinlich und hielten die Verwendung von 
Drahtnetzen fiir unnétig. Heller, McElroy und Garlock (7) fanden die 
Verwendung von Drahtnetzen ebenfalls fiir nicht entscheidend, da 
auch ohne Drahtnetz, wenn auch etwas verzégert, dennoch Vitamin-B- 
Mangel eintrat. Bei unseren zahlreichen Untersuchungen iiber den 
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A. Scheunert, M. Schieblich u. J. Rodenkirchen: Refektion. I. 227 


Vitamin-B-Gehalt verschiedenster Futter- und Nahrungsmittel haben 
wir anfangs der Bequemlichkeit halber und insbesondere gestiitzt auf 
die erwahnte Arbeit von McCollum auf die Drahtnetze verzichtet. 
Wir konnten namlich feststellen, daB allerdings bei auf Drahtnetzen 
gehaltenen Ratten der Gewichtsstillstand bei vitamin-B-freier Kost 
sehr viel schneller erreicht wurde als bei solchen, die auf Sagespanen 
gehalten wurden. Wohl aber erwiesen sich die auf Drahtnetzen ge- 
haltenen Tiere als sehr viel hinfalliger. Es traten haufig Durchfalle 
auf, die zu erheblichen Verlusten fiibrten. Wir glaubten damals, daB 
der unbequeme Aufenthalt auf Draht sowie die dadurch bedingte 
gréBere Abkiihlung schidigend auf die Tiere einwirke, und da diese 
Einfliisse es vor allem seien, die den raschen Gewichtsstillstand be- 
wirkten. Durchfalle und Tierverluste hatten wir aber auf Sagespinen 
nicht, und auch bei dieser Haltung trat innerbalb von 20 Tage Vitamin- 
B-Mangel zutage. Wir haben somit bei Haltung auf Sagespanen eine 
groBe Anzahl von Vitamin-B-Versuchen mit Erfolg durchgefiihrt. In 
den Jahren 1927/28 anderte sich aber das Bild. Es kamen Perioden, 
in denen es auf einmal nicht mehr gelang, in der tiblichen Zeit Vitamin-B- 
Mangel herbeizufiihren. Die Tiere hielten sich erstaunlich lange bei 
vitamin-B-freier Kost, und alle Versuche, durch Verbesserung der 
Extraktionsverfahren des Caseins diese Schwierigkeiten zu beheben, ; 
verliefen ergebnislos. Wir muSten also dieser ‘Erscheinung besondere 
Aufmerksamkeit zuwenden, und da wir selbst wohl als erste die Ansicht 
geiuBert und durch experimentelle Belege zu stiitzen versucht haben, 
daB eine Bildung von Vitamin B durch Darmbakterien méglich sein 
miisse (8), nahmen wir an, da unter Umstanden durch die Darmflora 
auch bei vitamin-B-freier Kost im Darmkanal der Ratte eine Vitamin-B- 
Bildung erfolgen und dann Coprophagie die Tiere schiitzen kénne. 
Von besonderem Interesse schienen uns in diesem Zusammenhang die 
im Jahre 1926 auf dem Stockholmer KongreB zum ersten Male mit- 
geteilten Befunde von Fridericia (9) iiber jenen Vorgang, den er als 
,,Refection“ bezeichnet und der darin besteht, da vitamin-B-frei 
ernihrte Tiere nicht an Vitamin-B-Mangel erkranken, sondern unter 
Abscheidung voluminéser, weifer Fiazes starke Gewichtszunahmen 
zeigen. Selbstverstindlich bietet die Méglichkeit einer solchen Spontan- 
heilung eine schwere Gefahr fiir jedes Arbeiten mit dieser Methodik, 
und da wir selbst bei unseren Untersuchungen der deutschen Nahrungs- 
mittel hunderte verschiedener Substanzen auf Vitamin B zu unter- 
suchen hatten, war es notwendig, dieser Sache nachzugehen und vor 
allem einen Weg zu finden, um Trugschliisse zu vermeiden. Uber die 
in dieser Richtung angestellten Untersuchungen wird in den beiden 
folgenden Mitteilungen ausfiihrlich berichtet werden. Hier sei nur 
als Beitrag zur Methodik des Vitamin-B-Nachweises an der Hand 
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228 A. Scheunert, M. Schieblich u. J. Rodenkirchen: 


eines Beispiels auf die auBerordentlichen Schwierigkeiten hingewiesen, 
die durch die Refektion bedingt werden kénnen. Wir geben zu diesem 
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Abb. 1 a. 


Zwecke in einer Kurventafel (Abb. 1) Wachstumskurven von Ratten 
wieder, an denen der Vitamin-B-Gehalt von Reis, der noch etwas 
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Beitrage zur Frage der sog. Refektion. I. 229 
Silberhautchen enthielt, festgestellt werden sollte. Die Zulage betrug 
0,5, 1, 2 und 3g und erfolgte an je sechs Ratten, von denen drei auf 
Sagespénen, drei auf Drahtnetz gehalten wurden. Das Ergebnis ist, 
wie die Betrachtung der Kurventafel lehrt, sehr unterschiedlich. Die 
Zulage von 0,5 g hat bei den auf Drahtnetz gehaltenen Tieren kein 
Wachstum bedingt, bei denen ohne Drahtnetz aber zum Teil plétzlich 
einsetzendes erhebliches Wachstum hervorgerufen. Nur die Ratte 
Nr. 3861 hat kein betrachtliches Wachstum gezeigt. Auch bei 1 g 
Zulage sind die Ratten auf Drahtnetz nicht gewachsen. Die auf Siige- 
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Abb. 1b. 


spanen gehaltenen aber hatten normale Gewichtszunahmen aufzuweisen. 
Die mit 2 g Zulage verhielten sich wieder ganz unterschiedlich. Zwei 
Tiere auf Sagespanen, Nr. 3825 und 3832, wuchsen nur sehr schleppend, 
das dritte Tier, Nr. 3833, wieder sehr erheblich. Die Drahtnetztiere 
zeigten kein Wachstum. Bei der héchsten Zulage von 3 g taglich ver- 
hielten sich die auf Sagespanen gehaltenen Ratten Nr. 3850 und 3851 
beziiglich ihres Wachstums ganz ahnlich wie die auf Drahtnetz ge- 
haltenen Tiere, so daB hier eigentlich kein Unterschied bestand. Die 
dritte auf Sigespinen gehaltene Ratte Nr. 3849 hingegen zeigte 
wieder gewaltiges Wachstum. Man wiirde auf Grund dieses Versuchs 
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230 A. Scheunert, M. Schieblich u. J. Rodenkirchen : 


zu einem klaren Urteil tiber den Vitamin-B-Gehalt der verwendeten 
Reisprobe tiberhaupt nicht kommen kénnen. Hiatte man etwa nur den 
ersten Versuch mit 0,5 g auf Sagespinen ausgefiihrt, so miiBte man 
diesem Reis einen immerhin beachtlichen Vitamin-B-Gehalt zuer 
kennen. Dies wiirde durch den zweiten Versuch mit 1 g Zulage ohne 
Drahtnetz bestitigt, durch den dritten und vierten Versuch mit 2 
und 3g Zulage ohne Drahtnetz aber wieder in Frage gestellt werden. 
Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB bei allen den Ratten, die 
dieses anormale steile Wachstum. gezeigt haben, Refektion im Sinne 
Fridericias bestanden hat. Da diese Refektion mit Kotfressen zu- 
sammenhingt, ist naheliegend und auch deshalb nicht zu bezweifeln, 
weil, als die Tiere Nr. 3856, 3857 und 3833 etwa am 48. bzw. 50. Versuchs- 
tage auf weitmaschige Drahtnetze gesetzt wurden, nach kurzer Zeit 
das Wachstum stockte, ja Wachstumsstillstand eintrat. Wenn es 
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Abb. 2. 
Ratten Nr. 4663 bis 4665 vitamin-B-frei ernahrt. A Zugabe von Kot, der von auf 
Sagespanen gehaltenen, vitamin-B-frei ernahrten Tieren stammte. 
Ratten Nr. 4660 bis 4662 vitamin-B-frei ernahrt. A Zugabe von Kot, der von auf 
Drahtnetz gehaltenen, vitamin+B-frei ernabrten Tieren stammte. 


dadurch nunmehr auch notwendig erschien, Vitamin-b-Versuche grund- 
sitzlich auf weitmaschigen Drahtnetzen durchzufihren, so blieb doch 
noch eine groBe Unklarheit bestehen. Es schien unverstandlich, warum 
bei den friiheren Versuchen, die wir ausfiihrten, diese Refektion zweifellos 
nicht aufgetreten war, und weiter, warum z. B. wieder bei den Ratten 
Nr. 3861, 3862, 3863 und 3825, 3832, 3833 sowie den Ratten Nr. 3849, 
3850 und 3951 in einigen Fallen Refektion auftrat, in anderen hingegen 
nicht. Wir haben nun zunichst die Frage tiber den EinfluB des Kot- 
fressens zu priifen versucht und geben dazu einige Kurvenbeispiele. 
Drei Tiere, Nr. 4663 bis 4665, erhielten zur vitamin-B-freien Kost 
einen steigenden Kotzusatz, der von anderen Tieren stammte, die 
vitamin-B-frei ernahrt, aber auf Sagespinen gehalten worden waren 
(Abb. 2). Man sieht, daB weder die Zugabe von 1°, taglich, noch 
von 3, 5 und 10% Kot irgendwie den Gewichtssturz der vitamin-B- 
frei ernahrten Tiere aufhalten konnte. Ebensowenig vermochten 
Zulagen von Kot, der von auf Drahtnetz gehaltenen Ratten stammte, 


ee ee ee ee ae | 


—_— =, tt “* 





Beitrige zur Frage der sog. Refektion. 1. 231 


Wachstum hervorzurufen. In der zweiten Serie erfolgte die Zulage 
von Kot, der von Ratten stammte, die Reis mit Silberhautchen erhalten 
hatten, und zwar erhielten die Ratten Nr. 4660 und 4662 Kot von 
Reisratten, die auf Sagespiinen gehalten worden waren, und Nr. 4669 
und 4671 solchen Kot, der von Reisratten auf Drahtnetz stammte 
(Abb. 3). Hier ergaben sich gewisse Unterschiede. Ratte Nr. 4760 
und 4762 sind zwar nicht gewachsen, zeigen aber keinen starken 
Gewichtsabsturz und Ratten Nr. 4669 und 4671 sogar Gewichtsanstieg. 
Es muB8 also in dem Kot, der von den Reisratten, und zwar insbesondere 
von denen stammte, die auf Draht gehalten worden waren, Vitamin B 
oder etwas anderes enthalten gewesen sein, was zu einer Vitamin-B- 
Bildung im Darmkanal der Versuchsratten gefiihrt hat. Dic erste 
Serie zeigt aber, daB® bei reiner vitamin-B-freier Kost das Kotfressen 
keinen EinfluB hat. Hier enthielt der Kot weder Vitamin B noch 
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Abb. 3. 
Ratten Nr. 4760 und 4762 vitamin-Bsfrei ernahrt. 4 Zugabe von Kot, der von auf 
Sagespanen gehaltenen, vitamin-B-frei ernabrten Ratten stammte, dic eine Zulage 
von Reis mit Silberhautchen erhalten hatten. 


Ratten Nr. 4669 und 4671 vitamin-Befrei ernahrt. A Zugabe von Kot, der von 
auf Drahtnetz gehaltenen, vitamin-B-frei ernahrten Ratten stammte, die eine 
Zulage von Reis mit Silberhautchen erhalten hatten. 


etwas, was dessen Bildung bei den Versuchsratten hervorzurufen ver- 
mochte. Wir sehen also, daB das Kotfressen an sich nicht das Aus- 
schlaggebende ist. In den folgenden Mitteilungen wird gezeigt werden, 
daB der Faktor, der fiir die Refektion und, was wir annehmen miissen, 
damit auch fiir die Vitamin-B-Bildung entscheidend ist, bakterieller 
Natur sein diirfte, und daB er sich in Gestalt eines allerdings nicht 
ziichtbaren Vibrio darstellt. Es sei den anderen Mitteilungen voraus- 
greifend bemerkt, daB8 bei mikroskopischen Untersuchungen der Fizes 
derjenigen Versuchstiere, die einen Gewichtsanstieg durch Kotbeigabe 
zeigten, jener Vibrio in geringer Menge nachgewiesen werden konnte, 
so daB der Gewichtsanstieg vielleicht durch eine geringgradig aus- 
gebildete Refektion bedingt war. Gibt man als Zulage Kot von Tieren, 
die gute Refektion und infolgedessen ausgezeichnetes Wachstum 
zeigen, so gelingt es, damit optimales Wachstum hervorzurufen, und 
zwar auch dann, wenn die Versuchsratten, die den Kot erhalten, auf 














) 
) 
| 


232 A. Scheunert, M. Schieblich u. J. Rodenkirchen: 


Drahtnetzen gehalten werden. Wir geben, um dies zu illustrieren, 
eine weitere Serie von Ratten, Nr. 4996 bis 4998 (Abb. 4), die bei 
vitamin-B-freier Kost zunachst bis zum Eintritt des Vitamin-B-Mangels 
auf Sagespinen gehalten, dann auf weitmaschige Drahtnetze itiber- 
gefithrt worden waren und nunmehr ein vitamin-B-freies Futter er- 
halten hatten, dem Kot von Tieren zugesetzt war, die ebenfalls vitamin- 
B-freie Grundkost, dazu aber eine Zulage von Pflaumen erhalten hatten. 
Diese Tiere waren normal gewachsen und in ihrem Kot hatte sich der 
erwihnte Vibrio gefunden. Tretz der Haltung der Versuchstiere 
Nr. 4996 bis 4998 auf Draht bewirkte die Kotzulage normales Wachstum 
und Ansiedlung des Vibrio in ihrem Darmkanal, wie die mikroskopische 
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Abb. 4. 
Die Tiere wurden vitamin-B-frei ernahrt. 4 Zugabe von Kot, der von Ratten 
stammte, die eine Zulage von Pfl zur vitamin-B-freien Grundkost erhalten 
hatten und sich im Zustande der Refektion befanden. 





Untersuchung ergab. Das Entscheidende zur Verhiitung der Refektion 
ist also, daB man die Ursache der Vitamin-B-Bildung im Kote, eben 
jenen Mikroorganismus, ausschaltet. Dies kann nach unseren Er- 
fahrungen, die in den folgenden Mitteilungen sich noch klar begriinden 
werden, am besten dadurch geschehen, da8 man niemals rohe, sondern 
stets sorgfaltig mit organischen Lésungsmitteln unter Erhitzen extra- 
hierte Starke verwendet und die Tiere fiir alle Faille auf weitmaschigen 
Drahtnetzen halt. Diese sind bei uns 7cm hoch und besitzen eine 
Maschenweite von lcm, so daB die Kotballen bequem hindurchfallen 
kénnen und die Tiere nicht in der Lage sind, den einmal hindurch- 
gefallenen Kot wieder herauszuholen. Sollte trotz dieser MaBnahmen 
einmal wider Erwarten starkes Wachstum auftreten — wir betonen, 
daB wir dies selbst nicht beobachtet haben —, so wird es sich, um 
ganz sicher zu gehen, stets empfehlen, eine mikroskopische Kotunter- 
suchung verzunehmcn. 
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Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, dab das Halten der Ratten zum Vitamin-B- 
Nachweis auf Siigespinen zu Irrtiimern fiihren kann. Die Ursache 
dafiir ist die von Fridericia beschriebene Refektion. Sie wird nicht 
bewirkt durch Kotfressen schlechthin, sondern dadurch hervorgerufen, 
daB sich im Kot oder in der Nahrung vitamin-B-bildende Mikro- 
organismen finden. Man schiitzt sich am besten dagegen 1. durch 
Haltung der Ratten auf hohen, weitmaschigen Drahtnetzen, 2. durch 
Verwendung sorgfaltig extrahierter Starke, 3. durch Vornahme mikro- 
skopischer Kotuntersuchungen bei bestehendem Verdacht. Hieriiber 
geben die folgenden Mitteilungen Auskunft. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
dafiir, daB sie die Ausfiihrung der vorstehend beschriebenen Unter- 
suchungen durch ihre Unterstiitzung erméglichte, unseren ergebensten 
Dank aus. 
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II. Mitteilung: 


Die Refektion, ihre Merkmale, Ursachen, sowie der Einflu8 von Kostform 
und Alter auf ihre Entstehung. 


Von 
Martin Schieblich und Johannes Rodenkirchen. 


(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer ersten Mitteilung zu dieser Frage war dariiber berichtet 
worden, daB -wir bei Untersuchungen tiber den Vitamin-B-Gehalt von 
Nahrungs- und Futtermitteln des 6fteren die Beobachtung machten, 
daB Ratten einer Gruppe ganz verschiedenes Wachstum zeigten. 
Wahrend die einen ihr Gewicht nur ganz allmahlich zu vermehren 
vermochten, zeigten andere optimales Wachstum. Bei dem erstmaligen 
Auftreten dieser Erscheinung wurde daran gedacht, daB die schlecht 
wachsenden Tiere irgendwie anderweitig geschidigt seien. Als dann 
aber optimales Wachstum auch bei Zulagen auftrat, bei denen es un- 
méglich zu erwarten war, erkannten wir, dab gerade die Tiere mit 
guter Gewichtszunahme diejenigen waren, die nicht in der richtigen 
Weise reagierten. Da es auch trotz Verhinderung der Aufnahme 
reichlicher Kotmengen durch Verbringen der Tiere auf etwa 7 cm 
hohe Drahteinsitze noch zu plétzlichem Auftreten optimalen Wachs- 
tums kam, so muBte hierfiir noch eine andere Ursache vorhanden sein, 
wenn auch das Kotfressen offenbar begiinstigend wirkte. Bekannter- 
maBen besitzen nun Darmbakterien die Fahigkeit, aus vitamin-B- 
freien Substraten Vitamin B in nicht unbetrichtlichen Mengen zu 
bilden — der erstmalige einwandfreie Nachweis hierfiir wurde an unserem 
Institut erbracht (1) (2) (3) (4) —, es lag so die Vermutung nahe, dab 
bei den trotz geringer Vitamin-B-Zufuhr plétzlich optimales Wachstum 
folgenden Tieren eine Verainderung in der Zusammensetzung der Darm- 
flora eingetreten war, derart, da Bakterien mit besonders stark aus- 
gepragter Fahigkeit, Vitamin B zu bilden, zur Vorherrschaft gelangt 
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waren. In der Tat ergab der Kotausstrich derartiger Tiere ein ganz 
charakteristisches Bild, das von dem der anderen in richtiger Weise 
reagierenden Ratten vollig verschieden war, und zwar war ohne Ausnahme 
ein Keim von den morphologischen Eigenschajten eines Vibrio zur Vor- 
herrschaft gelangt (Abb.1). Wir beschlossen nun, um die Richtigkeit 
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Abb. 1. 
Kotausstrich von Ratten mit vitamin-B-freier Kost. 


unserer Vermutung endgiiltig zu beweisen, diesen vibrioartigen Keim 
in Reinkultur zu ziichten und auf seine Fahigkeit, Vitamin B aus 
vitamin-B-freien Substraten zu bilden, zu priifen. Zu diesem Zeit- 
punkt erhielten wir Kenntnis davon, daB Fridericia und Mitarbeiter (5) (6) 
die Beobachtung gemacht hatten, daB optimales Wachstum selbst bei 
Verabreichung voéllig vitamin-B-freier Nahrung méglich ist. Er pragte 
fiir diese Erscheinung die Bezeichnung ,,Refection’’ (Wiedererholung). 
Interessant ist es, daB auch Fridericia eine Umwandlung der Darmflora 
in gleicher Weise wie wir beobachtete. Allerdings nimmt er diese Um- 
wandlung nicht als Ursache der Refektion, sondern als ihre Folge an. 
Fridericia und Mitarbeiter legen im Gegensatz zu uns den Hauptwert 
auf andere bei der Refektion auftretende, auch von uns bis dahin 
zum Teil beobachtete Symptome. Da nach Beginn unserer eigenen 
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Untersuchungen noch weitere Arbeiten iiber die Frage der Refektion 
[ Roscoe (7), Kon und Watchorn (8)] erschienen, deren Ergebnisse mit 
denen von Fridericia und Mitarbeitern teilweise in Widerspruch standen, 
hielten wir es fiir notwendig, auch diese anderen Erscheinungen (Kot- 
beschaffenheit, Einflu8 des Alters und Gewichts der Tiere und von 
Vitamin-B-Gaben auf Zustandekommen und Fortbestehen der Refektion) 
mit in den Rahmen unserer Untersuchungen einzubeziehen. In der 
vorliegenden Mitteilung sollen die Ergebnisse unserer die letztgenannten 
Punkte betreffenden Untersuchungen wiedergegeben werden, die 
Ergebnisse der Isolierungsversuche des vibrioihnlichen Keimes sollen 
dagegen einer weiteren Mitteilung vorbehalten bleiben. 

Es sei gleich vorweggenommen, da simtliche Anzeichen, die 
von den oben genannten Autoren als charakteristische Merkmale der 
Refektion beschrieben wurden, nie ganz verlaBlich oder immer vorhanden 
sind. Als wichtigstes Merkmal wurde bisher eine Verinderung in der 
Beschaffenheit des Kotes angesehen, derart, da die Kotballen in der 
Regel nach Eintritt der Refektion sehr gleichférmig, sehr dick und 
groB werden und infolge hohen Starkegehalts helle Farbe annehmen. 
Was zunichst die Form anbetrifft, so liefern nach unseren Beob- 
achtungen auch Tiere mit gut ausgeprigter Refektion nicht selten 
Kotballen von ganz unregelmaBiger und dazu oft ziemlich kleiner 
Form. Solcher Kot l48t auBerdem gewoéhnlich die helle Farbe ver- 
missen. Beide Charakteristica fehlten beispielsweise einer Ratte 
(Nr. 5329), deren Wachstum infolge Refektion wohl ohnegleichen ist. 
Dieses Tier wurde ohne jede Unterbrechung des Wachstums 280 g 
schwer (Abb. 2); trotzdem war der Kot stets von sehr unregelmabiger, 
relativ kleiner Form und zeigte fast schwarze Farbe. Erst mit Beginn 
des Gewichtsabfalls wurde die Farbe mehr braunlich und die Form 
regelmaBiger. Beides pragte sich durch hierauf einsetzende Kot- 
beifiitterung und dadurch bewirkten erneuten Gewichtsanstieg schlieBlich 
noch in typischer Weise aus. Von abweichender Beschaffenheit — 
unregelmaBig in der Form, kleinballig und dunkelbraun bis schwarz 
in der Farbe — war ferner in der Regel der Kot der Tiere, deren Futter 
extrahierte Starke (siehe spater) enthielt. Nur eines von fiinf Tieren 
setzte wihrend der Refektion standig typischen Kot ab. Von den 
iibrigen Tieren lieferte nur das eine oder andere voriibergehend gelb- 
b-aunen Kot, der indessen immer noch ziemlich erheblich vom typischen 
Kote abwich. Da’ der Kot von Tieren, die wir trotz gekochten Futters 
zur Refektion bringen konnten, stets nur dunkelbraune bis schwarze 
Farbe aufweist, erscheint infolge der durch das Kochen bedingten 
Veriinderungen der Starke nicht verwunderlich. Unsere Ergebnisse 
zeigen also deutlich, daB die Farbe des Kotes bei bestehender Refektion 
woh] weiB sein kann, aber es keineswegs sein muB. Andererseits mul 
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aber nicht etwa bei weiBem Kot Refektion vorliegen. So berichtet 
Roscoe, daB der Kot junger Tiere nach Verabreichung von Kot zwar 
weiB wurde, trotzdem aber bald der Tod eintrat. Wir selbst beob- 
achteten Ahnliches an vier Tieren, die schon alter in den Versuch ge- 
nommen wurden, bei denen auch nach lingerer, mehrmaliger Kot- 
beigabe keine Refektion eintrat, obgleich der ausgeschiedene Kot 
nach Form und Farbe das Gegenteil vermuten lieb. 
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Abb, 2. 


Ratte Nr. 4666 Refektion mit weifiem Kot (spontan). Ratte Nr. 5329 Refektion mit 
dunklem Kot (experimentell durch Beifiitterung von Kot einer Ratte mit Retektion bei 
gekochtem Futter von * bis  ). 


In Ubereinstimmung mit den Befunden iiber die Farbe des Kotes 
von Tieren mit Refektion ist auch niedriger Stdrkegehalt des Kotes 
kein Beweis fiir das Fehlen der Refektion, wie chemische Analysen 
ergaben, fiir deren Ausfithrung wir an dieser Stelle Herrn Dr. Reschke 
nochmals herzlich danken. Diese zeigten, da die Schwankungen des 
Stiirkegehalts des Kotes von Tieren mit Refektion betrachtlich gréBer 
sein kénnen, als Fridericia und seine Mitarbeiter angeben. Die von 
ihnen erhaltenen Werte bewegten sich bei Tieren mit Refektion zwischen 
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47.2 und 64,7 °;, (bezogen auf die Trockensubstanz), bei Tieren ohne 
Refektion zwischen 6,3 und 21,9°,. Die in unserem Institut aus- 
gefiihrten Analysen (nach Pifliiger) ergaben dagegen folgendes: Der 
Kot der bereits erwihnten Ratte Nr. 5329, die sich durch besonders 
stark ausgepragte Refektion auszeichnete, enthielt nur 37°, Stirke, 
so daB also kein Parallelismus zwischen dem Grad der Refektion und 
dem Stirkegehalt des Kotes besteht. Einen fast ebenso niedrigen 
Wert (37,47) lieferte der Kot von Tieren mit Refektion, deren Futter 
statt roher Starke extrahierte enthielt. Noch wesentlich geringer war 
der Wert bei Ratte Nr. 5008, bei der trotz gekochten Futters Refektion 
hervorgerufen werden konnte, naimlich 12,8°,,; er entspricht damit 
ziemlich dem von Fridericia und Mitarbeitern mitgeteilten Durch- 
schnittswert von 9,9 °,, fiir Tiere ohne Refektion. In Fallen von Refektion 
mit weibem Kot stimmten die von uns erhaltenen Werte mit denen 
von Fridericia und Mitarbeitern tiberein. 

Es sei schlieBlich auch noch darauf hingewiesen, daB diese Unter- 
suchung wegen ihrer schwierigen und langdauernden Ausfiihrung fiir 
eine fortlaufende Kontrolle zwecks Feststellung der Refektion gar 
nicht in Frage kommen kann. 

Im Gegensatz zu den beiden bisher besprochenen Kennzeichen 
der Refektion ist ein drittes bei Bestehen der Refektion stets vor- 
handen, und zwar ist dies die schon erwahnte Umstellung der Darmflora. 
Wir konnten diese Umstellung in allen Fdllen beobachten, ganz gleich. 
ob der Kot weib, braun oder schwarz war. In der Regel bestand sogar 
ein direktes Verhaltnis zwischen der Zahl der vibrioartigen Mikro- 
organismen im Kotausstrich und dem Grade des Wachstums. 

Als besonderer Vorzug der mikroskopischen Kotpriifung verdient 
noch hervorgehoben zu werden, daB die Umstellung der Bakterien- 
flora wesentlich zeitiger vor sich geht als die anderen Veriainderungen 
in der Kotbeschaffenheit, soweit sclche tiberhaupt zu beobachten sind. 

Welches sind nun die Ursachen der Refektion? Obwohl Fridericia 
und Mitarbeiter die Umwandlung der Darmflora bei der Refektion als 
Sekundarerscheinung ansehen, sprechen sie doch die Vermutung aus, 
daB es sich bei der Refektion um eine Vitamin-B-Bildung im Darm- 
kanal durch in besonderem Mae mit dieser Eigenschaft ausgestattete 
Mikroben handeln kénne. Diesbeziigliche Versuche Fridericias mit ver- 
schiedenen aus dem Darminhalt von Ratten mit Refektion isolierten 
Bakterien (neun Bazillen- und fiinf Kokkenstaémme) fiihrten nur zu nega- 
tiven Ergebnissen. Daf insbesondere der schon von Fridericia und Mit- 
arbeitern und von uns beobachtete Mikroorganismus fiir eine Vitamin-B- 
Bildung in Frage kommt, falls es sich bei der Refektion um eine solche 
handelt, dafiir spricht die Tatsache, daB, wie wir feststellen konnten, 
die Verfiitterung allen Inhalts aus dem Verdauungsapparat, nur soweit 
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jener Vibrionen enthalt, stets Refektion zur Folge hat und da diese um so 
rascher eintritt. je zahlreicher die Vibrionen vorkommen. Die beste 
Wirkung hat demgemaB Caecalinhalt, dann folgt Kot. Wesentlich 
geringer ist die Wirkung von Magen- und Diinndarminhalt, von denen 
erst erhebliche Mengen zur Refektion fiihren. Es ist auch nicht ver- 
wunderlich, daB Fridericia und Mitarbeiter damit negative Resultate 
erzielten. 

Wie die Untersuchungen anderer Autoren ergaben und wie auch 
wir in unseren eigenen Versuchen bestitigen konnten, scheint der 
Eintritt der Vermehrung des vibrioihnlichen Keimes jedoch an eine 
bestimmte Zusammensetzung der Diat gebunden zu sein, und zwar 
scheint ein reichlicher Stdrkegehalt unbedingt erforderlich. So gelang es 
Roscoe bei Ersatz der Starke durch Dextrin oder andere lésliche Kohle- 
hydrate niemals, Refektion zu erzeugen. Fridericia und. Mitarbeiter 
berichten allerdings, Ratten trotz Ersatz der Starke durch Dextrin 
im Zustande der Refektion erhalten und Refektion experimentell 
erzeugt zu haben. Sie glauben dies auf eine Verunreinigung des Dextrins 
durch Starke zuriickfiihren zu kénnen. Bemerkenswert erscheint ihre 
Angabe, daB eine Ubertragung der Refektion auf andere Tiere mit dem 
Kot ihrer Dextrinratten nicht gelang, so da es durchaus miglicli ist, 
daB sich die Ratten nur scheinbar in diesem Zustande befunden haben, 
zumal eine Priifung der Zusammensetzung der Darmflora offenbar 
nicht vorgenommen worden ist. Uns gelang es in Ubereinstimmung 
mit Roscoe, mit Dextrin trotz reichlicher Beifiitterung von Kot von 
Ratten mit typischer Refektion niemals diesen Zustand zu erzeugen. 

Die Art der Starke scheint fiir das Zustandekommen der Refektion 
ohne Bedeutung zu sein, da diese sowohl bei Reisstiirke (Fridericia und 
Mitarbeiter, Roscoe) als auch bei Kartoffel- und Arrowrootstiarke 
(Kon und Watchorn) und Maisstirke, die von uns verwandt wurde, 
zur Beobachtung kam. Der Ansicht von Kon und Watchorn, dab 
Kartoffelstiirke besonders hiufig die Refektion verursacht, kénnen 
wir nach unseren Erfahrungen nicht beipflichten. Derartige Schwan- 
kungen sind, wie aus den Untersuchungen von Roscoe und unseren 
eigenen Beobachtungen hervorgeht, mit groBer Wahrscheinlichkeit 
auf jahreszeitliche Unterschiede zuriickzufiihren. So berichtet Roscoe 
iiber ein viel haufigeres Auftreten der Refektion im Dezember als in 
den Herbstmonaten; wir selbst beobachteten diese Erscheinung auber- 
dem namentlich im zeitigen Friihjahr. 

Wie bereits in der ersten Mitteilung erwahnt, gelingt es, durch Vor- 
behandlung der Starke das Auftreten der Refektion zu verhindern. Als 
geeignet hierzu erwiesen sich Extraktion der Starke mit kochendem Al- 
kohol, Autoklavisieren und auch bloBes Kochen des Futters. Extrahieren 
mit kaltem, 70°, igem Alkohol verhinderte zwar in den meisten Fallen, 
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aber nicht immer, das Auftreten der spontanen Refektion (Kon und 
Watchorn). Dab es sich bei diesen MaBnahmen nicht etwa um eine 
Zerst6rung von Vitamin B in der Starke handelt, beweisen die Versuche 
von Kon und Watchorn, die mit dem Extrakt aus Starke keine Vitamin-B- 
Wirkung erzielen konnten. 

Wir priiften nun weiter die Frage, ob die genannten MaSnahmen 
nur die spontane Refektion oder aber auch eine Refektion tiberhaupt 
unmdéglich machten. Zu diesem Zwecke erhielt eine gréBere Anzahl 
von Ratten einmal vitamin-B-freies Grundfutter, dessen Stdrke dreima] 
mit kochendem, 96,5 ° ,igem Alkohol extrahiert worden war, das andere Mal 














Abb. 3. 
Refektion (experimentell) bei alkoholextrahierter Starke (Ratte Nr. 5594) und bei gekochtem und 
autoklavisiertem (1. Stunde bei 1» Atm.) Futter (Ratte Nr. 5008). 


Zeichenerklarung : 
Ratte Nr. 5594 A Zugabe von Melassefrischhefe (1,215g), 4 Hefe fallt weg, dafiir Kot 
einer Ratte mit Refektion, 6 Kotzulage fallt weg. 


Ratte Nr. 5003 4 bis Fe) Zulage von Kot einer Ratte mit Refektion, * autoklavisiertes Futter. 


a 
dasselbe Futter in gekochtem und autoklavisiertem (1, Stunde bei 1, Atm.) 
Zustande. Dazu wurde den Tieren tiglich etwa 1 g Kot von Tieren 
mit ausgepragter Refektion vorgelegt. Es gelang auf diese Weise, 
in allen drei Fdllen Refektion zu erzielen, wenn auch offenbar mit ge- 
kochtem Futter etwas schwieriger als mit alkoholextrahiertem. Bei 
roher und alkoholextrahierter Starke reagierten die Ratten gleich- 
schnell mit Refektion, was deutlich aus den Wachstumskurven der 
Ratten Nr. 5596a (Abb. 4) und Nr. 5594 (Abb. 3) hervorgeht. 

Daf bei den Tieren, die gekochtes bzw. autoklavisiertes Futter 
erhielten, tatsichlich Refektion vorlag, bewies nicht nur der Kot- 
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ausstrich, sondern vor allem die Verfiitterung des Kotes. Dieser 
vermochte in vier von fiinf Fallen bei jungen Tieren mehr oder weniger 
rasch Refektion hervorzubringen, je nach dem Grade, in dem die 
tefektion bei den kotliefernden Tieren ausgepragt war. 

Diese Ergebnisse und die Beobachtung von Fridericia und Mit- 
arbeitern, da Kotaufschwemmungen von Ratten mit Refektion durch 
10 Minuten langes Erhitzen auf 100° ihre Wirksamkeit einbiiBten, 
sprechen wiederum dafiir, daB die Refektion ihre Entstehung der 
Tatigkeit von Bakterien verdankt. Es liegt nach alledem die Ver- 
mutung nahe, daB die Starke als Trager des fiir die Refektion charak- 














Erfolg der Zulage (bei roher Starke) von Kot von Tieren mit Refektion bei einer 
vor Versuchsb lang Zeit mit normaler Kost getiitterten Ratte (Nr. 5596) 
und bei einer vorher langere Zeit mit synthetischer Kost ernahrten Ratte (Nr. 5596a). 





Zeichenerklarung: 
Ratte Nr. 5596 4, 4 und $ Kotzulage fallt weg, 4 und & erneute Kotzulage. 
Ratte Nr. 5596a # Zugabe von Melassehefe (1,215), A Wegfall der Hefe 
und Zugabe von Kot einer Ratte mit Refektion, § Wegfall der Kotgabe. 


teristischen vibrioartigen Keimes in Frage kommt. Weiterhin ist es 
natiirlich durchaus méglich, daB das reichliche Vorhandensein von 
Starke die fiir die Entwicklung dieses Keimes nétigen Vorbedingungen 
schafft. 

Uber die Bedeutung des Alters und Gewichts fiir die Erzeugung von 
Refektion liegen zwei widersprechende Angaben vor. Wahrend Fridericia 
und seine Mitarbeiter nur 40 bis 60g schwere Tiere zur Refektion 
bringen konnten, waren bei den Versuchen Roscoes das Alter und 
Gewicht ohne besonderen Einflu8. Dieser Widerspruch erklirt sich 
aus der Versuchsanstellung; beide Angaben sind bedingt richtig. Wie 
aus unseren Versuchen mit aller Deutlichkeit hervorgeht, liegt der 
MiBerfolg der zuerst genannten Autoren lediglich daran, daB die von 
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ihnen verwendeten Tiere, bevor sie in den Versuch genommen wurden, 
normale Nahrung, wie sie Zuchtratten erhalten, bekommen und offenbar 
noch nie synthetische Kost gefressen hatten. Solche Tiere fressen 
weder das synthetische Futter, noch den beigegebenen Kot. Selbst 
wenn die synthetische Kost nur auf wenige Wochen durch normale 
Kost ersetzt wird, gew6hnen sich die Tiere nur sehr langsam und schwer 
oder auch gar nicht wieder an synthetische Kost. Sie fressen dann 
wohl, wenn starkere Mangelerscheinungen eintreten, den beigegebenen 
Kot, kénnen aber wegen ganz ungeniigender Aufnahme des Grund- 
futters natiirlich nicht zur Refektion kommen. Von fiinf solchen Tieren 
(104 bis 123 g schwer und alles Weibchen) versagten vier, das fiinfte 
(ein schwarzweiBes Tier) erholte sich, nachdem die Wachstumskurve 
liber 40 Tage stark auf und ab schwankte. Bei sechs weiteren Tieren, 
die aus A- und B-Vitaminversuchen direkt tibernommen worden waren 
und ebenfalls bis 123,5g (ein Weibchen) wogen, trat die Refektion 
sofort ein, selbst bei extrahierter Starke, und, was noch bemerkens- 
werter ist, wenn die rohe Starke erst nach erfolgter Refektion durch 
extrahierte Starke ersetzt wurde, ohne daB nochmalige Kotbeifiitterung 
erfolgte. 

Welchen EinfluB haben nun Vitamin-B-Gaben auf die Refektion ? 
Nach den Feststellungen Fridericias und Mitarbeitern soll die Refektion 
verhindert werden, wenn die Kost Vitamin B enthalt, wahrend dies 
nach Roscoe nicht der Fall ist. Auch Kon und Watchorn sahen bei 
Zufuhr geringerer Mengen von Vitamin B Refektion auftreten. Unsere 
eigenen Beobachtungen gehen dahin, dab, soweit es sich um médfige 
Vitamingaben handelte, weder Hintritt der Refektion — sei er spontan 
oder durch Infektion bedingt —, noch ihr Fortgang irgendwie beeinflupt 
werden. Auch glich der ausgeschiedene Kot beziiglich Form und Farbe 
gewohnlich vollstandig dem von Tieren mit Refektion ohne Vitamin- 
zulage. Werden jedoch besonders hohe Vitamingaben verabreicht —- 
wie es 5%, Trockenhefe in der Kost Fridericias darstellen —, so traten 
die fiir die Refektion typischen Erscheinungen in der Kotbeschaffenheit — 
wie unter solchen gegensitzlichen Bedingungen nicht anders zu er- 
warten war — wesentlich langsamer und nicht ganz so charakteristisch 
auf. Dies liegt einfach daran, daB anfanglich tiberhaupt kein Kot 
gefressen wird und spiter nur verschwindend wenig. Wir konnten 
deshalb den ersten EinfluB des Kotverzehrs erst nach etwa 20 Tagen 
bemerken, und zwar, wie wir schon erwartet hatten, an der Zusammen- 
setzung der Kotflora. Diese bestand schon damals, als noch alle anderen 
Kennzeichen vermiBt wurden, vorwiegend aus Vibrionen. Erst etwa 
3 Tage spiiter machte der Kot auch auBerlich den Eindruck, daB eine 
maBig gut entwickelte Refektion vorliegen kénne. Der Kot, zwar 
noch etwas kleinballig, wurde regelmaBiger in der Form und nahm 
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gelbliche bis hellgraue Farbe an. Mit Jod-Jodkaliumlésung betupft, 
trat dunkelviolette Farbe auf, und in einem derart gefirbten Kot- 
ausstrich waren in groBer Zahl dunkelblau gefarbte Starkekérner zu 
beobachten. Diese kénnen, wie Fridericia und Mitarbeiter annehmen, 
lediglich aus dem gereichten Kot stammen. Damit diirfte auch die 
daraus gezogene Folgerung der Autoren in Frage gestellt sein, daB eine 
Beziehung zwischen Vitamin-B-Mangel und unvollkommener Starke- 
verdauung besteht. 

Wie schon mehrfach erwahnt, ist die Refektion mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit auf eine Bildung von Vitamin B im Darmkanal durch 
einen bestimmten, dort zu ungeheurer Vermehrung gelangenden Keim 
zuriickzufiihren. Roscoe stellte nun Untersuchungen an, in welchen 
Mengen die beiden Faktoren des Vitamins B in weibem Kot -von Tieren 
mit Refektion enthalten sind. Sie kam zu dem Ergebnis, daB derartiger 
Kot wohl reichliche Mengen des wachstumsférdernden oder, wie er 
neuerdings benannt wird, des Antipellagrafaktors enthalt, dagegen 
nichts oder héchstens Spuren von dem antineuritischen Faktor. 
Jedenfalls gelang es ihr nicht, bei jungen Ratten durch tiagliche Ver- 
abreichung von 1g weibem Kot den Eintritt von polyneuritischen 
Symptomen zu verhindern. Wir selbst kamen bei einer Nachpriifung 
dieser Frage zu einem gegenteiligen Ergebn’s. Zwei Ratten im Gewicht 
von 72 bzw. 97g, die bei Verabreichung gekochter vitamin-B-freier 
Nahrung typische Krampferscheinungen zeigten, erhielten eine Beigabe 
von je 1 g weiBem Kot mit dem Erfolg, daB schon nach wenigen Stunden 
Besserung eintrat und die Tiere am folgenden Tage einen vollkommen 
normalen Eindruck machten. 


Zusammenfassung. 


1. Die Feststellung der Refektion erfolgt am sichersten und 
einfachsten durch die mikroskopische Priifung des Kotausstriches. 
Liegt Refektion vor, so enthalt dieser stets dominierend Keime mit 
den morphologischen Merkmalen der Vibrionen. Andere Kennzeichen 
(Beschaffenheit und Stirkegehalt des Kotes) fehlen mehr oder weniger 
oft und treten erst nach der Umstellung der Kotflora auf. 

2. Refektion 148t sich nicht nur durch Verfiitterung von Caecal- 
inhalt und Kot hervorrufen, sondern tritt auch nach Verfiitterung 
von Magen- und Diinndarminhalt auf. 

3. Das Auftreten dér spontanen Refektion ist an das Vorhandensein 
von roher Starke in der Nahrung gebunden, wobei die Art der Starke 
keine Rolle spielt. Experimentell gelingt die Erzeugung von Refektion 
auch, wenn die Starke durch absoluten Alkohcl extrahiert wird und 
auch bei Verabreichung 10.Minuten lang gekochten oder selbst eine 
halbe Stunde bei 14 Atm. autoklavisierten Futters. 
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4. Das Alter und Gewicht der Tiere, bei denen Refektion experi- 
mentell hervorgerufen werden soll, hat keine wesentliche Bedeutung. 
Hemmende oder verhindernde Wirkung ist bei alteren und schwereren 
Tieren lediglich auf Futterwechsel zuriickzufiihren. 

5. MaBige Vitamin-B-Gaben sind ohne jeden EinfluB auf den 
Eintritt oder Fortgang der Refektion; besonders reichliche Gaben 
wirken etwas verzégernd auf das Zustandekommen der Refektion ein. 

6. Als Ursache der Refektion ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
eine Bildung von Vitamin B im Darmkanal der Ratte durch den vibrio- 
artigen Keim anzunehmen. Der Kot von Ratten mit Refektion enthalt 
beide Faktoren des Vitamins B. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
dafiir, daB sie die Ausfiihrung der vorstehend beschriebenen Unter- 
suchungen durch ihre Unterstiitzung erméglichte, unseren ergebensten 
Dank aus. 
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Ili. Mitteilung: 


Versuche, den bei Ratten mit Refektion im Darmkanal stets in iiherwiegender 
Zahl vorkommenden Keim in Reinkultur zu ziichten. 


Von 


Martin Schieblich und Johannes Rodenkirchen. 


(Aus dem Veterinaér-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1929.) 


In der vorhergehenden Mitteilung zur Frage der Refektion hatten 
wir der Vermutung Ausdruck gegeben, daS als Ursache dieser Er- 
scheinung mit groBer Wahrscheinlichkeit die Bildung von Vitamin B 
durch einen bei Tieren mit Refektion im Darmkanal stets massenhaft 
auftretenden vibrioartigen Keim angesehen werden kann. Um die 
Richtigkeit dieser Annahme zu beweisen, versuchten wir, den Keim 
zu isolieren, um ihn dann auf seine Fahigkeit der Bildung von Vitamin B 
aus vitamin-B-freien Substanzen priifen zu kénnen. 

Was zunichst die Morphologie des fiir die Darmbakterienflora 
von Tieren mit Refektion besonders typischen Organismus betrifft, 
sind folgende Merkmale anzufihrén: 

Die durchschnittliche Langg der ziemlich stark gekriimmten 
Stabchen schwankte zwischen 2 find 3 us ihre Dicke betrug etwa 0,4 
bis 0,6 u. Mehr oder weniger haufig wurden Formen mit einem stark 
lichtbrechtiten Képfchen beobachtet. Sie waren gewéhnlich nach 
Gram nicht farbbar, nur einzelne Exemplare lieBen sich nicht voll- 
standig entfarben. 

Der Keim war weiter durch die verschiedenartigsten Bewegungs- 
formen gekennzeichnet. Am haufigsten war eine maBig rasche, kreisende 
Bewegung zu beobachten. Bisweilen beschrieb er aber auch rasche 
schraubenartige Linien oder zeigte ruckweises rasches Uberschlagen, 
worauf er wieder eine Zeitlang unbeweglich liegen blieb. 

Diese Beweglichkeit wurde, wie die nach Benignetto und Gino (1) 
an Ausstrichen von Caecalinhalt durchgefiihrte GeiBelfarbung ergab, 
durch eine polare GeiBel bewirkt. Diese war gewohnlich nur wenig 
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linger als die Zelle selbst, zum Teil auch nur ebenso lang; die Zahl 
ihrer im allgemeinen flachen Windungen betrug eins bis drei, nur ganz 
ausnahmsweise wurden fiinf kleine, relativ stark gekriimmte, sehr 
regelmaBige Windungen festgestellt. 


Es spricht demnach alles dafiir, daB der fragliche Keim zur Gattung 
Vibrio zu rechnen ist. 


Uber das Vorkommen der Vibrionen im Verdawungsapparat von 
Tieren mit Refektion lieB sich folgendes feststellen: 


Die ersten Vibrionen wurden bereits im Magen beobachtet. Der 
Anteil an der Gesamtflora war hier schon ziemlich beachtlich und 
nicht selten merklich gréBer als im ganzen Diinndarm. Im proximalen 
Diinndarmabschnitt verschwanden sie fast ganz und nahmen erst 
etwa in der Mitte des Diinndarms wieder etwas zu. Ein beachtlicher 
Anstieg ihrer Zahl war indessen gewoéhnlich auch nicht gegen Ende 
des Diinndarms zu bemerken. Erst im Caecum setzte plétzlich eine ganz 
gewaltige Vermehrung der Vibrionen ein. 


Beziiglich des sonstigen Vorkommens mu angenommen werden, 
daB es sich um einen weit verbreiteten Keim handelt, da Refektion 
spontan bei Verfiitterung jedweder Starke auftritt, wie schon in. der 
vorhergehenden Mitteilung erwaihnt. Moéglicherweise ist der Keim 
sogar unter den staéndigen Darmbewohnern zu finden. 


Bei den Versuchen, den vibrioartigen Keim zu isolieren, verwandten 
wir als Ausgangsmaterial zunachst Kot von Ratten mit Refektion. Es 
gelang jedoch bei Verwendung der verschiedensten Nahrbéden in 
keinem Falle, den gesuchten Keim zum Wachstum zu bringen. Wir 
kamen deshalb zu der Vermutung, daB dieser im Kot fast durchweg 
abgestorben sei, zumal, da in Kotaufschwemmungen nicht ein einziges 
Mal bewegliche Formen beobachtet werden konnten. Daf dies in der 
Tat der Fall war, bewies die Auffindung zahlreicher beweglicher Formen 
im Caecum. Die bereits zur Anwendung gelangten Nahrbéden wurden 
deshalb nochmals mit Caecalinhalt beimpft. Bei festen Nahrbéden 
geschah dies durch Aufspatelung. Soweit es angingig war und nétig 
erschien, wurden simtliche Nahrbéden in fliissiger und fester Form, 
sowie unter aeroben und auch unter anaeroben Bedingungen gepriift. 
Bei fliissigen Nahrmedien erfolgte der anaerobe VerschluB nach Buchner, 
bei festen Nahrbéden nach dem Verfahren von Fortner (2). Es ‘sei 
hier gleich vorweggenommen, daB unsere Bemiihungen trotz der im folgenden 
erwahnten angewandten zahlreichen Ndhrbéden erfolglos waren. 


Nachdem die Standardnihrbéden Bouillon, Fleischagar, Fleisch- 
gelatine, Traubenzuckerbouillon, Traubenzuckeragar, Peptonwasser, Milch 
und Azolithminlésung erfolglos versucht worden waren, wurden folgende 
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mehr oder weniger spezielle Nahrbéden gewahlt : 10 °,ige Kotaufschwemmung 
(aus Kot von Ratten mit und ohne Refektion), Hefewasser, Heudekokt, 
Pflaumendekokt, Sagespainedekokt (2,5: 100), Erdkrautextrakt (Extrakt 
aus 100g Kraut auf 1000 g Bodenextrakt nach Léhnis), 2° ,iges Mannit- 
wasser, vitamin-B-freie Nahrlésung nach Scheunert und Schieblich (3), 
Spezialnahrbéden fiir Cellulosezersetzer und fiir den Aspergillus cellu- 
losae (4) u. (5), ein Mikrospiranihrboden (6), Beyerincks  alkalisches 
Medium (7), Rinderpansen-, Magen-, Diinndarm-, Blinddarm- und Dick- 
darmschleimhautextrakt (500g Schleimhaut auf 1000g Wasser). Die 
letzten vier Nahrmedien stammten vom Pferd und wurden mit und ohne 
NaCl (0,3°%) und Pepton (0,25°%) verwendet. Fernerhin wurden Spezial- 
nahrbéden aus Leber und Galle gepriift, und zwar: Leberdekokt und Leber- 
bouillon nach Wéiircker mit und ohne Traubenzucker, sowie die Nahr- 
lésungen nach Kayser-Lange aus Rinder- (py 7,5) und Schweinegalle 
(px 7,0), nach Conradi und Drigalski unter Verwendung von Bouillon und 
Peptonwasser. Weiter seien hier genannt: mit Hamoglobin versetzte 
Nahrbéden (Blinddarmextrakt, Bouillon und Fleischagar), Ascitesagar mit 
und ohne Glycerin, der fiir Anaerobe unentbehrliche Traubenzuckerblutagar 
und Kartoffelwasser mit 4°% und ohne Glycerin. Im Anschlu® hieran 
wurden fiir Spirillaceen elektive Nahrbéden probiert, und zwar Erbsenfaul- 
fliissigkeit nach Vogt, Fleischwasseragar nach Kutscher, Spirillenagar nach 
Zetinow und der speziell fiir Vibrionen elektive Dieudonnésche Blutagar. 
Diese Gattung Nahrbéden wurde noch erginzt durch Nahrsalzlésung nach 
Aoi und Orikura fiir den Vibrio Andoi (8) und durch Salzbohnenwasser. 
Letzteres ist besonderer Erwaihnung wert, da mehrere isolierte Kolistémme 
darin ganz typische Vibrionenformen bildeten mit eigenartig windenden, 
schraubenartigen Bewegungen. Wah es sich bei den gesuchten Keimen 
nicht um Bact. coli handelte, hat das spater noch eingehend zu besprechende 
Einzellkulturverfahren deutlich bewiesen. 

Fridericia hatte die Beobachtung gemacht, daB eine mit steriler Kreide 
versetzte Kotaufschwemmung nach 24 Stunden bei 38° und unter aeroben 
Verhiltnissen verstarkte Wirkung zeigte. Bei einer Nachpriifung dieses 
Versuchs sahen wir jedoch, daB nach mehrmaligem taglichem Uberimpfen 
die vibrioartigen Keime bald verschwanden. Das gleiche negative Ergebnis 
erhielten wir aber auch, als wir der Aufschwemmung rohe, mit absolutem 
Alkohol vorbehandelte Starke zusetzten. 


Da die rohe Starke von ganz besonderer Bedeutung fiir die Refektion 
ist, wurde eine ganze Reihe von Nahrmedien mit Starkezusatz heran- 
gezogen. Die ersten Naéhrlésungen wurden unbeimpft kultiviert, denn es 
liegt, wie schon erwahnt, sehr nahe, daB die rohe Starke eine Infektions- 
quelle darstellt. Zunachst wurde steriles Wasser nur mit roher Starke 
versetzt, dann weiter mit sterilem CaCO,, mit 1 und 3% Salzgemisch 
nach McCollum und Davis (wie es in unserem Vitamin-B-Futter Ver- 
wendung findet), mit Sagespinen nd schlieBlich mit 0,5°% folgender 
Zuckerarten: Traubenzucker, Rohrzucker, Milchzucker, Maltose, Raffinose, 
Galaktose, Fructose, Mannose (und auch mit Mannit). Alle Versuche, bei 
denen rohe Starke zur Anwendung gelangte, wurden nochmals in der 
Form ausgefiihrt, daB die rohe Starke durch sterile, mit Alkohol vor- 
behandelte, also nicht verkleisterte Starke ersetzt wurde und als Impf- 
material Caecalinhalt Anwendung fand. Diese Versuchsreihen wurden 
schlieBlich noch einmal dahin variiert, da8 der Caecalinhalt erst nach 
30 Minuten Pasteurisierung bei 80° verwendet wurde. Dies geschah deshalb, 
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weil Fridericia angibt, daB das bei der Refektion wirksame Agens diese 
Behandlung ungeschadigt iibersteht, waihrend die gr6éBte Anzahl andere: 
Keime dabei abgetétet wird. In Anbetracht der groBen Hitzebestandig- 
keit des gesuchten Keimes priiften wir unter Verwendung des mit alkohol- 
extrahierter Starke hergestellten Nahrbodens nach Coolhaas (9), ob dex 
fragliche Organismus vielleicht in die Gruppe der starkedissimilierenden 
Thermophilen gehérte. Die mit Alkohol vorbehandelte, sterile Starke fand 
ferner Anwendung bei der Nahrlésung nach de Kruijff. Mit und ohne 
Starke wurden ferner Caecalextrakt (von Tieren mit und ohne Refektion), 
Hirnbrei und Caseinpeptonlésung gepriift. An dieser Stelle ist auch ein 
Nahrboden anzufiihren, der sich zusammensetzte aus Casein, mit Pepsin 
und Trypsin verdaut, mit dem bereits genannten Salzgemisch versetzt und 
weiter teils mit 2°, Traubenzucker, teils mit 1° Traubenzucker und 
etwa 1% steriler, mit Alkohol vorbehandelter Starke, teils nur mit etwa 
2°% steriler Starke. Nicht besser bewahrten sich Nahrbéden, die aus vitamin- 
B-freiem Grundfutter hergestellt wurden. Dieses wurde zum Teil unbeimpft 
der spontanen Zersetzung tiberlassen, nach vorheriger py-Einstellung 
auf 5,8, 6,2, 6,6, 6,8, 7,2, 7,6, 7,8 und 8,0, zum Teil sich ebenfalls selbst 
iiberlassen nach vorausgegangener 10 Minuten langer Erhitzung auf 75 
bis 80° im Wasserbad. SchlieBlich wurde das vitamin-B-freie Grundfutter 
noch mit Caecalinhalt beimpft, nachdem es vorher einmal mit Pepsin verdaut 
worden war und zum anderen Male der spontanen Zersetzung tiberlassen 
und das Filtrat auf die py-Zahlen 5,9, 6,1, 6,3, 6,6, 6,8 und 7,2 eingestellt 
worden war. Ubrigens wurden derartige Variationen der Reaktion teilweise 
auch bei den anfanglich angefiihrten gebrauchlicheren Nahrmedien vor- 
genommen. 


‘ Es sei noch erwahnt, daB aus den einigermaBen Erfolg vérsprechenden 
Nahrmedien éfter, zum Teil auch taglich, tibergeimpft wurde. Allein das 
Ergebnis war, daB die Vibrionen sehr bald ganz verschwanden und die 
Verfiitterung der betreffenden Nahrbéden ergebnislos blieb. Es handelte 
sich hierbei vor allem um Hirnbrei, in dem sich bei einzelnen Vibrionen 
die Beweglichkeit eine gewisse Zeit zu erhalten schien. 


Nachdem also die Isolierung des fraglichen Keimes auf den beschriebenen 
Nahrmedien vergeblich versucht worden war, galt es, noch die Frage zu 
priifen, ob dieser MiBerfolg etwa darauf zuriickzufiihren war, daB der 
betreffende Keim seine Form auf kiinstlichen Nahrbéden andert. Hierzu 
wurde das Hinzellkulturverfahren nach Levinthal (10) in etwas modifizierter 
Form herangezogen. Zundachst einiges zur Ausfithrung: Die von Levinthal 
empfohlene Objekttrigerwanne wurde in ganz diinner Schicht mit Nahr- 
boden ausgegossen, eine diinne Aufschwemmung von Caecalinhalt mittels 
Platinése aufgetupft und schlieBlich mit einem sterilen Deckglaschen 
bedeckt. Dadurch war es méglich, mit Olimmersion zu arbeiten. Das 
war deshalb unbedingt notwendig, um Agarverunreinigungen deutlich von 
Keimen unterscheiden und vor allem die Form der Keime einwandfrei er- 
kennen zu kénnen. Der Vorzug, den die Verwendung der Olimmersion 
bietet, liegt iiberdies darin, daB auch schwer durchsichtige, z. B. mit etwas 
Starke oder Blut versetzte Nahrbéden und ferner Nahrmedien verwendet 
werden konnten, bei deren Herstellung sich starke Bakterienanreicherungen 
nicht umgehen lieBen (Agar mit Caecalinhaltextrakt und spontan zersetztem 
Futter). Die beimpfte Objekttragerwanne wurde vor der Beobachtung 
mit Plastilin auf dem Objekttisch befestigt und dann so eingestellt, da 
in das zu beobachtende Gesichtsfeld etwa vier bis sechs Keime zu liegen 








ese 
rel 
lig- 
10] - 
der 
den 
and 
hne 
on), 
ein 
sin 
ind 
ind 
(wa 
1in- 
ptt 
ng 
bst 

75 
iter 
aut 
sen 
ellt 
s1se 
or- 


Beitrage zur Frage der sog. Refektion. III. 249 


kamen, die sich in der Regel nur aus vibrioartigen Keimen zusammen- 
setzten. Mikroskop mit Objekttrager wurden hierauf bei 37° bebriitet, 
wobei der Objekttraéger mit vaselinierter Glasplatte bedeckt war. Die 
Beobachtung erfolgte anfanglich in kiirzeren Zeitabstaénden; nach langerer 
Bebriitung konnte die Nachpriifung seltener vorgenommen werden. Hatte 
nun eine fiinf- bis sechstagige Bebriitung ein negatives Resultat geliefert, 
so bot dieses Verfahren den weiteren Vorteil, die ganze Deckglasflaiche 
noch auf einzeln liegende Vibrionen durchzumustern. Auch die schon 
bei der Beimpfung des Nahrbodens in Haufenform vorkommenden vibrio- 
artigen Keime waren noch nachtraglich als solehe ohne weiteres von ge- 
wachsenen Kolonien zu unterscheiden. Da aaf solche Weise immer eine 
ganz erhebliche Anzahl von vibrioartigen Keimen teils unverdandert, teils 
schon im Stadium der Auflésung kenntlich an der sehr schwachen Licht- 
brechung und an der Entstehung von Kérnchen im Zelleib nachgewiesen 
werden konnte, diirfte das angewandte Verfahren die Vermehrungsunfahig- 
keit der vibrioartigen Keime unter aeroben Bedingungen auf den gebrauchten 
Nahrbéden ziemlich mit gleicher Sicherheit bewiesen haben, wie das nach 
Peterf{i mittels Mikromanipulator méglich gewesen wire. Der Vollstandig- 
keit halber sei noch erwahnt, daB auch andere Einzellkulturverfahren 
(Tuschepunktverfahren nach Burri und Trépfchenkulturverfahren nach 
Lindner) za demselben Ergebnis fiithrten wie das Verfahren nach Levinthal. 

Zur Priifung gelangten folgende Nahrbéden: geklarter Krautagar 
(9g Fleischextrakt, 9g Pepton, 3g NaCl, Extrakt aus 100g Weibkraut, 
20g¢ Agar, 1000 Wasser), Fleischwasseragar, Traubenzuckeragar, Azolithmin- 
agar, Traubenzuckerblutagar, geklarter Krautagar mit Hamoglobinzusatz, 
Glycerin-Rindergalle, zu gleichen 'Teilen mit nahrstoffreiem Agar versetzt, 
Agar mit 0,1°, NH,Cl, 0,1°% K,HPO, und 0,05°, MgS0O,, Spirillenagar 
nach Zettnow, Ascitesagar mit und ohne Glycerin, Dieudonnéscher Blut- 
agar, Caecalinhaltextraktagar (von Ratten mit Refektion bereitet), Agar 
aus spontan zersetztem Futter (pq 6,8), Agar aus trypsinverdautem Casein 
unter Zusatz von etwas Salzgemisch nach McCollum und Davis und 2°, 
Traubenzucker, dasselbe, aber nur mit 1°, Traubenzucker und steriler, mit 
Alkohol extrahierter Starke und schlieBlich ohne Traubenzucker, nur mit 
steriler Starke. 


Zusammenfassung. 


1. Der fiir die Kotausstriche von Ratten mit Refektion typische 
Keim tritt bereits im Magen in beschranktem Umfang auf. Die im 
Diinndarm angetroffene Menge steht, namentlich in dessen proximalem 
Abschnitt, in der Regel wieder etwas hinter der im Magen beobachteten 
zuriick. Erst im Caecum erfolgt plétzlich eine gewaltige Vermehrung. 
Bewegliche Formen konnten nur bis zum Caecum verfolgt werden. 


2. Die morphologischen Eigenschaften des fraglichen Mikro- 
organismus, seine Farbbarkeit, BegeiBelung und Fortbewegungsart 
sprechen dafiir, daB er in die Gattung Vibrio gehért. 


3. Die Isolierung dieses Keimes gelang trotz Verwendung sehr 
zahlreicher verschiedenartigster Nahrbéden weder durch aerobe noch 
anaerobe Kulturverfahren. 

16* 
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Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
dafiir, daB sie die Ausfiihrung der vorstehend beschriebenen Unter- 
suchungen durch ihre Unterstiitzung erméglichte, unseren ergebensten 


Dank aus. 
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